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Résumé (français)
Le rôle de l’endothélium et des récepteurs à l’endothéline-l dans la vasoconstriction
pulmonaire induite par l’ET- 1 est un sujet de débat important. En effet, le récepteur
ETB exerce une double fonction: il peut induire soit une vasodilatation (en stimulant
la libération de monoxyde d’azote et de la prostacycline) soit une vasoconstriction (en
stimulant la libération de thromboxane A2). En situation d’insuffisance cardiaque
chronique (1CC), les niveaux circulants de ce peptide sont augmentés et ils corrèlent
avec la sévérité de l’hypertension pulmonaire (HTP). Cependant, aucune étude n’a
évalué les conséquences d’un infarctus du myocarde sur la réponse induite par l’ET-l.
Nous avons effectué des expériences sur le poumon isolé de rat ainsi que sur des
artères pulmonaire in vitro, en situation contrôle (Sham) et en condition d’ICC induite
par ligature de l’artère coronaire descendante antérieure. Dans le poumon isolé, l’ET-l
et la sarafotoxine 6c (S6c) ont augmenté la pression de perfusion de façon similaire.
L’utilisation d’un inhibiteur de la cyclooxygénase (méclofénamate) ou d’un
antagoniste ETA (A-147627.1) a partiellement réduit la vasoconstriction induite par
l’ET-l alors que l’utilisation d’un inhibiteur de la lipooxygénase (A-8576 1.0) ou d’un
antagoniste ETB (A-192621.l) n’a eu aucun effet. L’antagoniste mixte ETA/ETB
bosentan a quant à lui presque totalement antagonisé la réponse à l’ET-l. Dans les
artères pulmonaires isolées contrôles, la S6c et l’ET-l ont induit des réponses
similaires qui n’ont toutefois pas été modifiées par la dénudation de l’endothélium des
artères. Nous avons donc testé l’hypothèse d’une coopérativité des récepteurs. À des
concentrations à la limite de l’efficacité pharmacologique, les antagonistes ETA Ou
ETB n’ont eu aucun effet. En revanche, l’utilisation combinée des deux antagonistes a
complètement inhibé la réponse induite par l’ET-l. Ces résultats nous ont conduit à
lu
envisager la possibilité d’une hétérodimérisation des récepteurs ETA et ETB au niveau
des artères de résistance isolées qui a été confirmée par co-immucoprécipitation. Les
conséquences d’un infarctus du myocarde sur la réactivité vasculaire pulmonaire ont
aussi été étudiées. Les vasoconstrictions induites par 1’ET-l étaient similaires dans les
groupes Sham et 1CC. En revanche, la vasoconstriction induite par la S6c était réduite
dans les deux groupes comparativement à celle induite par 1’ET-l. L’utilisation d’un
antagoniste ETA ou ETB seul n’a eu aucun effet sur la vasoconstriction pulmonaire
alors que l’utilisation combinée des deux antagonistes a fortement réduit cette
réponse. En conclusion, la vasoconstriction pulmonaire induite par l’ET-l semble être
modulée par les prostanoïdes au niveau du poumon isolé. Le récepteur ETA semble
être majoritairement responsable de la vasoconstriction induite par l’ET-l. Toutefois,
l’utilisation d’un antagoniste double procure une inhibition supérieure de cette
réponse. Au niveau des artères de résistance, les récepteurs ETA et ET sont
responsables de la vasoconstriction induite par 1’ET-l. De plus, cette réponse ne
semble pas être modulée par l’endothélium. La dimérisation des récepteurs suggère
d’utiliser un antagoniste double pour une inhibition optimale de la réponse induite par
ET-l, en condition contrôle ou dans le cadre de l’ICC. Une meilleure compréhension
des mécanismes impliqués dans la vasoconstriction pulmonaire induite par l’ET-l
permettrait de choisir le traitement optimal pour les patients souffrant d’HTP.
Mots clés: Endothéline- 1, endothélium, récepteurs vasculaires, poumon,
pharmacologie, insuffisance cardiaque, hypertension pulmonaire
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Résumé (anglais)
The roles of the endothelium and of endothelin (ET) receptors (R) on ET-1-induced
pulmonary vasoreactivity are subjects of debate. This stems from endothelial ETB-R
that can induce the release of vasodilators (nitric oxide and prostacyclin) as well as a
vasoconstrictor (tromboxane A2). Moreover, ET levels are elevated in congestive
heart failure (CHf) and correlate with the severity of pulmonary hypertension (PH),
suggesting that this peptide could contribute to the pathophysiology of venous PH.
Alterations of pulmonary vasoreactivity to ET in CHF and the respective roles of the
ETA and ETB receptors have neyer been evaluated. Pharmacological experiments were
performed in isolated rat lungs and in resistance pulmonary arteries of control and
CHF rats. In isolated lungs, ET-1 and sarafotoxin S6c induced similar
vasoconstrictions. ET-1 constriction was partially antagonized by the use of
cyclooxygenase inhibitor (meclofenamic acid) or an ETA R antagonist (A-147627.1)
whereas lipoxygenase inhibition (A-8 5761.0) or ETB R blockade (A- 192621.1) had no
effect. A dual ETA/ETB antagonist almost completely suppressed the response. In
control isolated arteries, responses to ET-1 and S6c were not different and remained
unaffected by removal of endothelium. Both ETA-R and ETB-R antagonists mildly
reduced ET-1 vasoconstriction, but the combination of both greatly reduced it. The
dimerization of the endothelin receptors could partially explain these resuits.
Dimerization of the ETA and ETB receptor was confinned by co-immunoprecipitation
studies. The consequence of a myocardial infarction on the pulmonary vasoreactivity
to ET-1 was also evaluated. The maximal vasoconstriction and sensitivity induced by
ET-1 were similar in sham and CHF groups. However, the response to S6c was
reduced in both sham and CHF groups. The ETA and ET3 antagonists alone had no
y
significant effect. However, the combination of both antagonists significantly reduced
ET-1 induced vasoconstriction. In conclusion, the ET-1 induced pulmonary
vasoconstriction of the isolated lungs is modulated by prostanoids metabolites. Most
of the ET-1 response in isolated lungs is induced by the ETA receptor however, the
use of a dual antagonist is necessary for superior inhibition of the ET-1 response. In
isolated arteries, the ET-l induced vasoconstriction is mediated by the ETA and ETB
receptor with no modulator role of the endothelium. The dimerization of the receptors
in both the control and 1CC groups could partially explain the necessity to use both
antagonists to completely suppress the ET-1 response. A better comprehension of the
ET-1 system could determine the optimal treatment for patients suffering from PH.
Key words. Endothelin, Endothelium, Receptors, Lung, Pharmacology, chronic heart
failure, pulmonary hypertension
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1.0 Introduction
Les travaux entrepris dans le laboratoire ces dernières années ont visé à explorer et
comprendre la biologie du système endothéline et l’implication physiologique et
pathologique de ce dernier dans l’hypertension pulmonaire afin de permettre
l’optimisation des approches thérapeutiques pour cette condition.
Il existe présentement un important débat à savoir si les patients souffrant
d’hypertension pulmonaire devraient recevoir comme traitement thérapeutique un
antagoniste simple sélectif des récepteurs à 1’ endothéline- 1 (ET-1) de type A (ETA),
ou plutôt un antagoniste non-sélectif. Nous évaluerons dans ce mémoire le rôle de
l’endothélium et des récepteurs ETA et ETB dans la vasoconstriction pulmonaire
induite par l’ET-l. Nous discuterons de la biologie de l’endothélium ainsi que des
différents facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs qui lui sont associés. Nous
verrons également le rôle de l’ET-l de façon plus détaillée. Finalement, il sera
question de 1’ET-l et de la circulation pulmonaire ainsi que de l’implication de ce
peptide dans différentes pathologies telles que l’insuffisance cardiaque et
l’hypertension pulmonaire associée à une pathologie cardiaque gauche.
1.1 Endothétium vasculaire
1.].] Biologie de 1 ‘endothélium
Durant les 25 dernières années plusieurs découvertes ont permis de démontrer
l’importance physiologique de 1’ endothélium vasculaire. L’ endothélium est considéré
comme un tissu multifonctionnel jouant un rôle extrêmement important dans la
régulation et le contrôle de l’homéostasie du système cardiovasculaire. L’endothélium
est composé d’une monocouche cellulaire qui tapisse l’intérieur de tous les vaisseaux
sanguins. Il est situé de façon stratégique entre le sang et les tissus lui permettant ainsi
de réguler de nombreuses fonctions des vaisseaux sanguins telles que le tonus
vasculaire, la perméabilité, l’adhésion ainsi que l’inflammation. L’endothélium
permet la synthèse et la relâche de nombreuses substances vasoconstrictrices et
vasodilatatrices qui régulent le tonus vasculaire. Les cellules endothéliales
synthétisent plusieurs molécules impliquées dans la coagulation sanguine. Elles
peuvent également exprimer plusieurs molécules d’adhésions en situation
inflammatoire et pathologique.
1.1.2 Structure etfonctions des vaisseaux sanguins
Tous les vaisseaux sanguins, à l’exception des capillaires, partagent une structure
à trois couches soit (de l’intérieur vers l’extérieur) la tunique interne (intima), la
tunique moyenne (média) et la tunique externe (adventice). L’intima est composée
d’une simple couche de cellules endothéliales qui reposent sur une couche sous
endothéliale composée de tissu conjonctif lâche. La média est composée
majoritairement de cellules musculaires lisses disposées en anneaux, de fibres
élastiques ainsi que de feuillets d’ élastine. Cette couche confère aux vaisseaux leur
force mécanique et contractile. L’adventice est composée principalement de fibres de
collagène lâchement entrelacées qui protègent les vaisseaux et les ancrent aux
structures environnantes. La tunique externe est parcourue de fibres nerveuses et de
vaisseaux lymphatiques ainsi que, dans les gros vaisseaux, de minuscules vaisseaux
sanguins qui constituent le vasa vasorum. Ces vaisseaux nourrissent les tissus externes
de la paroi des gros vaisseaux.
2
La contraction vasculaire résulte d’une augmentation des concentrations
intracellulaire de calcium (Ca2) dans les cellules musculaires lisses. Les substances
vasodilatatrices et vasoconstrictrices induisent leurs effets en provoquant une
diminution ou une augmentation du Ca2 intracellulaires. De plus, ces agents peuvent
modifier la sensibilité de l’appareil contractile aux ions Ca2 intracellulaires. La
régulation intracellulaire du Ca2 dépend de l’entrée et de la sortie du Ca2 à travers la
membrane plasmique, par des canaux spécifiques ainsi que de la relâche et de la
séquestration du Ca2 par le réticulum sarcoplasmique.
L’ augmentation du Ca2 intracellulaire entraîne l’activation de la MLCK (kinase
de la chaîne légère de myosine) qui phosphoryle la chaîne légère de myosine
permettant ainsi la contraction du muscle lisse par l’interaction de celle-ci avec les
filaments d’actine. À l’inverse, la relaxation du muscle lisse est induite par une
diminution des concentrations intracellulaires de Ca2, ce qui entraîne une
déphosphorylation de la chaîne légère de myosine dépendante d’une phosphatase.
3
1.1.3 Agents Vasodilatateurs
Figure 1. Sécrétion et mécanismes des substances vasodilatatrices dérivées de
l’endothélium (1)
Agonists
PG12 NO EDHF
cnytae
C)8 CGMP GI P J
1.1.3.1 Monoxyde d’azote (NO)
La substance non prostanoïde qui est à l’origine de la relaxation dépendante de
1’ endothélium induite par I’ acéthycholine (Ach) a été décrite pour la première fois par
furchgott et Zawadsld en 1980 (2) et a été identifié comme étant le monoxyde d’azote
Endoth&Ial
4
(NO) en 1988 (3). Le NO est un gaz hautement diffusible possédant une demi-vie de 3
à 5 secondes (4). Il est synthétisé dans la cellule endothéliale à partir de l’extrémité
guanidine de l’acide aminé L-arginine lors d’une réaction catalysée par la NO
synthétase III (NOS III) (3). Il existe trois isoformes de cette enzyme soit, la NOS
endothéliale (eNOS ou NOS III), la NOS neuronale (nNOS ou NOS I) et la NOS
induite par les cytoldnes (iNOS ou NOS II). Ces isoformes de la NOS peuvent être
divisées en 2 classes fonctionnelles: la NOS constimtive ou induite. La classe
constitutive est composée des NOS endothéliale et neuronale. L’ activité de ces deux
isoformes dépend de la liaison Ca2/calmoduline produisant du NO en faibles
concentrations (nM). La eNOS est une enzyme membranaire constitutivement
exprimée au niveau des cellules endothéliales, des plaquettes et du myocarde (5). La
nNOS, pour sa part, est une enzyme cytosolique retrouvée au niveau des neurones et
des muscles squelettiques (6;7). La iNOS appartient à la classe induite qui peut
produire de fortes concentrations de NO indépendamment du Ca2 pendant de très
longues périodes pouvant aller jusqu’à 5 jours comparativement à quelques minutes
pour la eNOS et la nNOS (8). La iNOS est exprimée par l’endothélium, les cellules
musculaires lisses, les fibroblastes et les plaquettes suite à l’activation des cellules
inflammatoires par les cytokines et les médiateurs de l’inflammation (9) (10). Les
trois isoformes de la NOS requièrent cependant la présence du nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit (NADPH) et du 5,6,7,8-tétra-hydrobiopterine (BH4)
pour avoir une activité optimale (11).
L’acétylcholine, la substance P ainsi que les forces de cisaillements sont quelques-
uns des stimuli qui induisent l’augmentation intracellulaire endothéliale des niveaux
de Ca2. Cette augmentation de calcium entraîne la formation du complexe
5
calmoduline/Ca2 qui déplace la cavéoline, liée à la eNOS dans la membrane
plasmique, et permet ainsi l’activation de cette dernière et la production de NO. Bien
qu’ayant une demi-vie très courte, le NO diffuse rapidement vers le muscle lisse. Il y
stimule l’activité de la guanylate cyclase soluble, ce qui augmente les concentrations
de 3’5’ guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Le GMPc active une protéine
kinase G (PKG) qui, entre autre, conduit à la relaxation du muscle lisse en réduisant
les niveaux intracellulaires de calcium. Cette dernière facilite l’ouverture des canaux
potassiques à grande conductance (BK) ce qui conduit à une hyperpolarisation de la
cellule et entraîne ainsi une inactivation des canaux Ca2 de type L.
1.1.3.2 ProstacycÏine (PGI2)
La prostaglandine 12 (PGI2) communément appelée prostacycline a été la première
substance endothéliale vasoactive découverte au milieu des années 70 par le groupe de
recherche de Sir John Vane. Ce lipide est produit majoritairement à partir de l’acide
arachidonique par la cyclooxygénase (COX) des cellules endothéliales de la tunique
interne. Il existe 2 isoformes de la COX soit, la COX-1 et la COX-2. La COX-1 est
l’isoforme responsable de la production de la prostacycline. La COX-2 produit
également de fortes concentrations de PGI2 (12;13). Toutefois, cette dernière est une
isoforme inductible et donc seulement exprimée par les vaisseaux en situation
inflammatoire. La prostacycline induit la relaxation du muscle lisse par la stimulation
de récepteurs spécifiques IP (récepteur à la prostaglandine 12) sur le muscle lisse. Les
récepteurs IP activent l’adénylate cyclase qui entraîne la production du 3 ‘5’ adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). En plus de sa fonction vasodilatatrice, la PGI2 joue
un rôle important dans l’inhibition de l’agrégation plaquettaire. La prostacycline et ses
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analogues induisent aussi une hyperpolarisation du muscle lisse vasculaire par
l’intermédiaire de l’ouverture de canaux potassiques ATP-sensibles. Selon les tissus
étudiés plusieurs autres canaux tels que les BK peuvent être impliqués dans
l’hyperpolarisation du muscle lisse (14).
La contribution de la prostacycline à la relaxation du muscle lisse varie selon les
tissus. Sa contribution est très importante dans certains tissus tels que l’artère
coronaire du lapin (15) et négligeable dans d’autres telle que l’artère coronaire du
cochon d’Inde (16).
1.1.3.3 facteur Hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF)
En 1988, le groupe de recherche de Taylor et Weston a découvert une substance
distincte du NO et de la PGI2 responsable de l’hyperpolarisation du muscle lisse soit
l’EDHF (17). Les forces de cisaillements ou encore certains agonistes entraînent la
libération par les cellules endothéliales de facteurs vasodilatateurs tels que le NO et la
PGI2. D’autres groupes de recherche ont démontré que l’Ach et la bradykinine (BD)
pouvait induire une hyperpolarisation du muscle lisse d’artères de chien, de cochon
d’Inde et de porc, qui était toutefois indépendante du NO et de la PGI2 (18). Ces
résultats ont permis de suggérer l’existence d’un facteur distinct du NO ou de la PGI2
pouvant traverser l’espace extracellulaire pour aller moduler le potentiel membranaire
des cellules musculaires lisses et ainsi induire une hyperpolarisation dépendante de
l’endothélium (19) (20). Malgré près de deux décennies de recherche, aucun EDHF
universel n’a encore été identifié. Plusieurs EDHFs ont cependant été proposés tels
que les ions potassiques, les acides époxyéicosatriénoïques (EETs), le peroxyde
d’hydrogène (H202), le peptide natriurétique C, l’anandamide, le 2-
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arachidonoylglycérol ainsi que le transfert direct de l’hyperpolarisation endothéliale
vers les cellules musculaires par les jonctions gap.
1.1.4 Agents Vasoconstricteurs
Il a été démontré que l’endothélium pouvait libérer, en plus des facteurs
vasodilatateurs, plusieurs facteurs vasoconstricteurs communément appelés Facteurs
vasoconstricteurs dérivés de 1’ endothélium. Il existe plusieurs substances
vasoconstrictrices telles que le thromboxane A2 (TxA2), 1’ endothéline- 1,
l’angiotensine II, la prostaglandine 112, le superoxyde ainsi que l’acide 20-
hydroxyéicosatétraénoique. Nous nous concentrerons d’avantage sur l’ET-l et le
TxA2 dans le présent mémoire puisqu’ils sont au coeur du sujet de la présente étude.
1.1.4.] Thromboxane A2 (TxA2)
Les éicosanoïdes constituent un groupe de métabolites endogènes formés à partir
de l’acide arachidonique (AA) via trois voies enzymatiques importantes soit la
cyclooxygénase, la lipoxygénase (LOX) et le cytochrome P450. Ils incluent les
prostaglandines (PG) dont la PGI2 et le TxA2, les leucotriènes dont le HETE/HPETE,
ainsi que les lipoxines. Le TxA2 a été décrit la première fois en 1975 par le groupe de
Hamberg(21). Il possède une demi-vie de quelques secondes (22) et est formé par une
enzyme microsomale soit la thromboxane synthétase (TxA2S). Puisque le TxA2 est un
composé très labile, le composé U-46619 (9,11 -dideoxy- 11 a,9c-
epoxymethanoprostaglandine f2), un analogue de synthèse du TxA2, est utilisé
expérimentalement à la place de ce dernier en raison de sa stabilité. Ce prostanoïde est
libéré principalement par les plaquettes activées (21) et joue un rôle important dans le
8
contrôle local de l’homéostasie vasculaire (23). C’est un important vasoconstricteur
du muscle lisse et constitue un puissant stimulant de l’agrégation plaquettaire. Le
TxA2 entraîne la relâche de PGI2 des cellules endothéliales. Dans certaines conditions
pathologiques il peut avoir un effet mitogène ou hypertrophique sur les cellules
musculaires lisses vasculaires (24). Ce prostanoïde induit ses actions via deux types
de récepteurs soit le récepteur T Prostanoide 1 (TP1) et le récepteur TP2 qui font tous
deux partie de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces
récepteurs peuvent coupler plusieurs protéines G telles que Gq, G12, G13, G16 et G2. Ils
se retrouvent sur les plaquettes et également sur les cellules endothéliales et
musculaires lisses (25). La liaison de ce prostanoïde à son récepteur entraîne
l’activation de la phospholipase C (PLC) et favorise ainsi l’augmentation des
concentrations intracellulaires de calcium. En situation physiologique, la PGI2
contrebalance les effets de la TxA2; toutefois, lors d’un dérèglement de l’homéostasie
vasculaire, une augmentation de la TxA2 peut contribuer au développement de
certaines pathologies. Les patients possédant une déficience de production de ce
prostanoïde (26) ou encore une mutation du gène responsable de la synthèse des
récepteurs TP souffrent de graves désordres sanguins (27). Ce prostanoïde pourrait
être impliqué dans plusieurs pathologies telles que l’hypertension (HT) (2$), la pré
éclampsie (29), l’accident vasculaire cérébral (30) ainsi que les ulcères de l’estomac
(31). Les effets du TxA2 peuvent être prévenus soit en inhibant sa synthèse par la
TxA2$ (ozagrel), soit en antagonisant les récepteurs TP (SQ 29 548).
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1.1.4.2 Endothéline-] (ET-1)
C’est en 1988 que le groupe de Yanagisawa a isolé pour la première fois une
substance vasoconstrictrice à partir de cellules endothéliales aortiques de porc (32).
Cette substance fftt tout d’abord nommée endothéline puis finalement appelée
endothéline- 1 (ET-l). L’ET- 1 est un puissant peptide vasoconstricteur tout en étant un
important agent trophique des cellules musculaires lisses. Il en existe trois isoformes
et l’ET-1 est la plus puissante, la plus connue et la seule exprimée au niveau des
cellules endothéliales vasculaires. Plusieurs agents peuvent entraîner la production de
ce peptide tels que le TGF-3 (transforming growth factor), l’angiotensine II,
l’adrénaline, l’insuline, la vasopressine ainsi que l’interleuldne-l (33) (34) (35). Par
contre, le monoxyde d’azote et le peptide natriurétique de l’oreillette (ANP) peuvent
en réduire la synthèse (36).
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1.2 Endotltétine
Figure 2. La séquence d’acides aminés des trois isoformes de l’endothéline
Endothein- 1
Endothelin-2
Endothelin-3
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Figure 3. Les agents qui régulent la production et l’action de l’endothéline-l (37)
1.2.1 Rôles physiologiques de 1 ‘endothéline-]
En plus de son important rôle vasoconstricteur, visible cependant qu’à des doses
pharmacologiques, l’ET-l exerce de nombreuses fonctions physiologiques. Puisque
les niveaux circulants d’ET-l sont très faibles, ce peptide est considéré comme un
médiateur autocrine/paracrine plutôt que comme une hormone circulante. L’ET-l est
impliquée dans la régulation de l’homéostasie circulatoire; elle contrôle le volume
sanguin, la pression sanguine, le débit sanguin ainsi que la viscosité du sang (38).
Elle contribue au contrôle de la fonction rénale en régulant le débit sanguin rénal,
l’excrétion d’ions et d’eau ainsi que la régulation de la composition de l’urine excrétée
(39-41). L’ET-l a aussi plusieurs effets au niveau cardiovasculaire tels que la
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régulation de l’éjection cardiaque et du débit sanguin coronaire (42). L’ET-l
contribue à la cicatrisation de blessures tissulaires dans l’inflammation ainsi que dans
le contrôle des menstruations. Elle peut induire la relâche de plusieurs substances
telles que la PGI2, les catécholamines, l’ANP, la vasopressine, l’aldostérone (43) tout
en empêchant la production de certaines substances telles que la rénine des cellules
j uxtaglomérulaires (44).
Tablel. Rôles physiologiques des endothélines
Rôles physiologiques Références
ET-1 1. Régulation de l’homéostasie locale:
-Volume sanguin (38)
-Pression sanguine
-Débit sanguin
-Viscosité sanguine
2. Régulation de la fonction rénale:
-Débit sanguin rénale (39)
-Excrétion d’ions et H20 (40;41)
-Composition de l’urine excrété
-Diminution de la production de
rénine des cellules juxtaglomémiaires (44)
3. Régulation fonction cardiaque:
-Ejection cardiaque
-Débit coronaire (42)
4. Entraîne la relâche de certaines
substances:
-PGI2 (43)
-Catécholamines
-ANP
-Vasopressine
-Aldostérone
5. Guérison de blessures tissulaires (45)
6. Inflammation (46;47)
7. Contrôle des menstruations
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ET-2 1. Peptide vasoactif impliqué dans la (48)
contraction musculaire lisse intestinale
ET-3 1. Régulation de la différenciation des (49)
cellules neuronales
1.2.2 Biosynthèse et dégradation
Les précurseurs des endothélines, les prépro-endothélines (jpET) sont clivés par
deux groupes de protéases pour produire les endothélines matures et actives. Les pp
ET constituées d’environ 200 résidus sont clivés au niveau de sites dibasiques par des
endopeptidases de type furine pour former des intermédiaires inactifs nommés “big”
endothéline (big ET-1, -2, -3) qui sont des peptides de 37 à 41 acides aminés. Les big
ET-l et big ET-2 sont ensuite clivées au niveau de la liaison Tryptophane-Valine ou,
pour la big ET-3, au niveau de la liaison Tryptophane-Isoleucine afin de former le
peptide final de 21 acides aminés. Cette dernière étape est effectuée par des
métalloprotéases membranaires à zinc de la superfamille des néprilysines (50)
appelées enzymes de conversion de l’ET (ECE). L’ET-l est un peptide de 21 acides
aminés comportant une extrémité carboxy-terminale hydrophobe et 2 ponts disulfures
en position amino-tenninale. La conversion de la Big ET en ET est essentielle pour
son activité biologique puisque la Big ET ne possède seulement qu’un pourcent de
l’activité contractile du peptide mature (51). En 1989, deux peptides qui diffèrent de
l’ET-l par trois acides aminés dans un cas et six dans l’autre ont été identifiés et
nommés respectivement endothéline-2 (ET-2) et endothéline-3 (ET-3). Ces deux
peptides ont été détectés au niveau de l’intestin, de la médullosurrénale ainsi qu’au
niveau du cerveau. L’ET-3 est un peptide très abondant au niveau des tissus
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neuronaux et il semble représenter la forme neuronale principale des endothélines (52)
(53).
Les ECEs partagent une grande homologie avec la 24.11 endopeptidase neutre
(NEP). Cette dernière est impliquée dans l’inactivation des peptides de régulation tels
que le ANP. La NEP se retrouve au niveau de la membrane plasmique de plusieurs
types cellulaires tels que les cellules neuronales et épithéliales. Puisqu’il existe une
grande homologie entre le NEP et les ECEs, il semblerait que l’inhibition
pharmacologique des deux enzymes simultanément serait beaucoup plus efficace que
l’inhibition d’une seule enzyme à la fois. Cinq isoformes de l’ECE, ayant toutes une
localisation subcellulaire distincte, ont été clonées à ce jour de tissus humains, bovins
et de rats soit; l’ECE-la (ECE-1) (54), l’ECE-lb (55), l’ECE-lc (ECE-1Œ) (56),
l’ECE-2 (57) et enfm, l’ECE-3 (58). Les isoformes retrouvées chez le rat ont été
nommées l’ECE-lŒ et 1’ECE-1f3 alors que les isoformes répertoriées chez l’humain
ont plutôt été nommées l’ECE-la, l’ECE-lb. Les isoformes ECE-113 et ECE-1Œ
présentent beaucoup d’homologies avec les isoformes humaines ECE-la et ECE-lb,
respectivement.
Un seul gène, situé sur le chromosome 1 (lp36) (55), code pour la formation des
trois isoformes humaines de l’ECE et ces dernières ne diffèrent entre elles que par leur
région N-terminale. Les isoformes ECE-laJf3 et ECE-lc/u sont toutes deux localisées
au niveau de la surface cellulaire alors que l’isoforme ECE-lb se retrouve au niveau
intracellulaire tout près de l’appareil de golgi (56). Puisque les isoformes ECEs de
type 1 ont une distribution tissulaire abondante et qu’ils possèdent une activité
optimale à pH neutre, ils sont très probablement responsables de la conversion de la
Big ET-1 aux niveaux intracellulaire et de la membrane plasmique (59). Suite à
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l’étude intensive du gène codant pour les ECEs, il a été découvert que celui-ci
possédait trois régions promotrices alternatives permettant la transcription de l’acide
ribonucléique (ARN) des isoformes ECE-la, ECE-lb ainsi que ECE-ic (55). Chez
l’humain et le rat, l’ARNm de l’isoforme ECE-lc/Œ est exprimée à des niveaux plus
élevés que l’ARNm de l’isoforme ECE-1a113. Pour sa part, l’ARNm de l’isoforme
humaine ECE-lb est faiblement exprimée et ne représente que 5% de la population
totale d’ARNm de l’ECE-l. L’ECE-2 est exprimée dans les cellules endothéliales
humaines. Elle possède une activité enzymatique acide (pH 5.5) et 59% d’homologie
avec l’ECE-l. Quatre isoformes de cette enzyme ont récemment été isolées et
caractérisées chez le bovin soit l’ECE-2a-l, l’ECE-2a-2, l’ECE-2b-1 ainsi que l’ECE
2b-2. L’ECE-3, quant à elle, clive sélectivement la big ET-3 en ET-3. L’ET-3 et son
récepteur ETB sont tous deux nécessaires pour le développement et la différenciation
des cellules neuronales (49). De récentes observations selon lesquelles les souris
“knock-out” pour les ECE-la, ECE-lb et ECE-lc possèdent tout de même des
niveaux circulants d’ET- 1 détectables, quoique très faible, suggèrent que des enzymes
alternatives sont en mesure de catalyser la conversion de la big ET-1 en ET-1 (60).
Par exemple, les métalloprotéases matricielles vasculaires-2 et -9 peuvent toutes deux
cliver la big ET-1 au niveau du site glycine32-leucine33 pour former le peptide
mature ET-l.
1.2.3 Clairance de t ‘endothéline-]
Dans la circulation sanguine, nous retrouvons des niveaux plasmatiques d’ET-l
très faibles, ce qui pourrait être attribué à une clairance rapide du peptide, à un rythme
de production lent ou encore à une libération préférentielle vers le muscle lisse. En
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accord avec cette troisième hypothèse, il semblerait que 75% de l’ET-l synthétisée
serait sécrétée vers les cellules musculaires lisses (61).
Les poumons, les reins et le foie sont les principaux organes impliqués dans la
clairance de l’ET-l. De plus, comme tout autre peptide ou hormone, cette clairance est
régulée par un récepteur (62) (63). Plusieurs groupes tels que ceux de Fukuroda et
Dupuis ont démontré l’importance du récepteur ETB dans la clairance rapide de l’ET
1 (64) (65) en se basant sur les résultats suivants; (1) une administration intraveineuse
de l’antagoniste BQ-7$8 (antagoniste ETB sélectif) a réduit de façon significative la
clairance et le captage de ce peptide par les poumons et les reins; (2) un antagoniste
ETA sélectif n’a eu aucun effet; (3) 80% de l’ET-l marquée à l’iode 125 a été captée
par les poumons. Ce captage était sensible au BQ-788 mais pas au BQ-123 (66). Les
récepteurs ETB se retrouvent dans plusieurs types cellulaires tels que les cellules
endothéliales (67), musculaires lisses (64) et parenchymales (6$) des poumons et des
reins. Tout comme l’angiotensine II qui est intemalisée avec son récepteur (69), il
serait possible que l’ET-l circulante soit intemalisée avec le récepteur ET de ces
cellules pour ensuite être endocytosée.
1.2.4 Sécrétion de Ï’endothéline-1
Dans les cellules endothéliales, les protéines sont transportées du réticulum
endoplasmique à la membrane plasmique par deux voies de sécrétion distinctes soit la
voie constitutive ou la voie induite. La voie constitutive semble être celle qui est
impliquée dans la sécrétion de l’ET des cellules endothéliales de porc (32). Le fait que
la voie induite implique des granules de stockage a permis de rejeter l’hypothèse
voulant que cette voie soit responsable de la sécrétion de l’ET-l (32). Pourtant, des
études morphologiques ont démontré l’existence de granules de stockage
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communément appelées vésicules de Weibel-Palade qui pourraient être responsables
de la sécrétion de l’ET-l (70).
Les protéines sont continuellement transportées de l’appareil de golgi vers la
surface cellulaire par la voie de sécrétion constitutive. La détection de l’ET dans les
vésicules de sécrétion des cellules endothéliales coronaires humaines et bovines ont
démontré l’implication de la voie constitutive dans le transport de ce peptide (71).
L’ECE et la big ET ont aussi été retrouvées ensembles dans les vésicules
endothéliales de sécrétion (72). Ces données permettent d’affirmer que la relâche
basale d’ET par les cellules endothéliales est probablement effectuée par la voie de
sécrétion constitutive. La transcription semble être l’étape limitante dans la synthèse
de l’ET par cette voie. Plusieurs facteurs tels que la thrombine, l’adrénaline,
l’angiotensine II, la vasopressine ainsi que les forces de cisaillement peuvent réguler à
la hausse la transcription du gène de l’ET.
Par contre, plusieurs évidences semblent aussi indiquer un rôle de la voie de
sécrétion induite dans le transport de l’ET. Plusieurs composés vasoactifs tels que
l’histamine, le facteur Von Willebrand ainsi que la P-sélectine sont emmagasinés dans
les corps de Weibel-Palade (73) (74) (75). Un groupe de chercheur a émis l’hypothèse
que la big ET-1 est transformée en ET-1 et emmagasinée dans ces vésicules de
sécrétion pour être ultérieurement libérée (76;77).
Les voies de sécrétion constitutive et induite peuvent exister dans une même
cellule. Une étude réalisée par le groupe de Davenport a démontré que la relâche d’ET
par les cellules endothéliales coronaires humaine pouvait s’effectuer par la voie
constitutive ou par la voie induite (77). La raison pour laquelle un même peptide
utilise deux voies de sécrétions distinctes reste cependant à définir.
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1.2.5 Récepteurs vasculaires à Ï ‘ET-1
L’ET induit ses effets via trois types de récepteurs soit ETA et ETB. Les récepteurs
ETA et ET3 sont les récepteurs les plus importants chez l’humain. Ils possèdent sept
domaines transmembranaires et sont couplés aux protéines G. Le récepteur ETA
humain est codé par le chromosome 4, possède 427 acides aminés et lie fortement
l’ET-l, PET-2 et plutôt faiblement l’ET-3. Pour sa part, le récepteur ET3 est codé par
le chromosome 13, possède 442 acides aminés et lie les trois isoformes de l’ET de
manière égale. Toutefois, le récepteur ETB ne reconnaît seulement que la portion C-
terminale de l’ET-l (7$). Le clonage des récepteurs ETA et ETB a révélé une
homologie de 60% entre les deux récepteurs. Les récepteurs ETA et ET3 présents au
niveau de la cellule musculaire lisse induisent tous deux une vasoconstriction. Par
contre, le récepteur ETB endothélial a une double fonction car il peut potentialiser la
vasoconstriction du muscle lisse par la libération de TxA2 ou induire une
vasodilatation par la libération de PGI2 et de NO.
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Figure 4. Biologie du système endothéline et de ses récepteurs au niveau de
I’endothéliurn et de la cellule musculaire lisse (79)
Plusieurs évidences indiqtient que la distribution des réceptetirs à l’ET varie selon
les espèces et les lits vasculaires. Au niveau des artères de conductance et de
résistance pulmonaire humaines, le ratio des récepteurs ETA par rapport aux
récepteurs ETB est de 9 pour 1 (64). Le récepteur ETA est situé majoritairement sur les
artères alors que le récepteur ETB se retrouve de manière prédominante sur les veines
(80). Au niveau des cellules endothéliales, la liaison de l’ET-l au récepteur ETB
entraîne la relâche de NO et de PGI2, prévient l’apoptose et diminue l’expression de
l’ECE-l. Les deux types de récepteur, quoique surtout les récepteurs ET13, sont
exprimés dans plusieurs autres types cellulaires que t’endothélium et le muscle lisse
vasculaire. Le récepteur ETA se retrouve en effet au niveau des cellules musculaires
lisses des voies aériennes, des cardiornyocytes, des fibrohiastes, des hépatocytes ainsi
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que sur les neurones. De plus, on retrouve aussi le récepteur ETA au niveau des
glomérules du rein alors que les cellules du tubule rénal collecteur expriment plutôt le
récepteur ETB. Par ailleurs, le récepteur ETA est exprimé dans plusieurs vaisseaux
cérébraux alors que le récepteur ETB n’est exprimé que sur certains neurones. Les
deux types de récepteur se retrouvent au niveau de l’oreillette et du ventricule ($1).
Certaines études ont démontré que la localisation et la taille de l’artère étudiée
déterminent lequel des deux types de récepteur sera responsable de la vasoconstriction
induite par l’ET-l ($2). Ce groupe de chercheurs a constaté qu’il existait une grande
diversité de récepteurs à l’ET-l dans la circulation pulmonaire. Par exemple, le
récepteur ETA est responsable de la vasoconstriction des artères de large diamètre
(extra-pulmonaire) alors que le récepteur ETB est plutôt responsable de la
vasoconstriction des petites artères de résistance ($2). Cette localisation sélective se
retrouve aussi dans les artères pulmonaires du porc (83). À l’encontre des résultats
précédents, il semblerait que la vasoconstriction soit entièrement induite par le
récepteur ETB dans l’artère pulmonaire principale du lapin (84).
1.2.5.1 Dimérisation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
La grande majorité des gènes qui codent pour des récepteurs membranaires se
retrouve dans la famille des RCPGs. Tout les RCPGs partagent une structure similaire
soit 7 hélices transmembranaires qui sont liées par 3 boucles intra et extracellulaires.
Les régions extracellulaires sont responsables de la liaison à l’agoniste (85) ($6) alors
que les régions intracellulaires sont responsables de la signalisation intracellulaire
(87). Il existe trois grandes familles des RCPGs soit la famille A (récepteurs de type
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rhodopsine), la famille B (famille des récepteurs au glucagonlsécrétine) ainsi que la
famille C (famille des récepteurs sensibles au calcium et aux neurotransmetteurs).
De récentes études ont démontré que les RCPGs pouvaient exister sous forme de
dimères ou d’oligomères. Les récepteurs à activité tyrosine kinase, les facteurs de
transcription ainsi que les récepteurs aux stéroïdes peuvent eux aussi fonctionner sous
forme de dimêres ($8) ($9) (90). Il n’est donc pas surprenant que les RCPGs puissent
eux aussi exister sous forme de dimères. Il est par contre étonnant que ces récepteurs
ne se limitent pas à former des homodimères mais interagissent avec d’autres
membres de la famille des RCPGs pour former des hétérodimères.
L’homodimérisation se définit comme une interaction physique entre deux protéines
identiques alors que l’hétérodimérisation est l’association de deux protéines non
identiques. Deux monomères peuvent s’associer pour former un dimère ou encore
plusieurs monomères peuvent interagir pour former un oligomère.
Il existe trois scénarios possibles d’assemblage et de maturation des dimères de
RCPGs. (1) Le RCPG est synthétisé dans le réticulum sarcoplasmique (RS) puis est
exporté à la membrane plasmique (MP) sous forme de monomère qui se lient ensuite
pour former un dimère en réponse à un agoniste. La stimulation par l’agoniste est un
pré-requis pour la formation du dimère. (2) Les RCPGs s’assemblent préalablement
dans un compartiment intracellulaire pour ensuite être exportés à la MP sous forme de
dimères. Les dimères sont des complexes stables car ils ne sont pas affectés lors de la
stimulation des récepteurs par l’agoniste. (3) Les RCPGs s’assemblent dans un
compartiment intracellulaire pour ensuite être exportés à la MP sous forme de
dimères/oligomères. L’ agoniste peut affecter les niveaux de formation et le nombre de
dimères (voir figure 5). Plusieurs études ont évalué l’effet d’agonistes sur la
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dimérisation des RCPGs. Dans certains cas, la stimulation de récepteurs comme les
récepteurs 2-adrénergiques par exemple, induit une stabilisation des dimères ou
encore une augmentation du nombre de dimères (91). Il arrive parfois que la
stimulation de récepteurs par un agoniste n’ ait aucun effet comme c’est le cas pour le
récepteur Muscarinique M3 (92) ou encore qu’elle entraîne plutôt la diminution du
nombre de dimères. L’association des monomères pourrait être stabilisée par des
liaisons covalentes, par des ponts disulfures ou encore par des liens non-covalents tels
que des liens hydrophobes. Ces interactions pourraient impliquer l’association de
domaines extracellulaires, de domaines transmembranaires et/ou la queue C
terminale. Plusieurs études semblent proposer une combinaison des interactions
mentionnées ci-haut.
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Figure 5. Les divers scénarios de l’assemblage et de la maturation des dimères des
récepteurs couplés aux protéines G (93)
(1) (2) o 0 (3) 000 0
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La dimérisation des RCPGs pourrait expliquer plusieurs des résultats divergents
obtenus précédemment par divers groupes de recherche qui avaient alors proposé la
présence de nouveaux sous-types de ET-R ou encore la possibilité d’un «cross-talk»
entre les récepteurs. La formation d’hétérodirnères pourrait modifier la fonction d’un
récepteur en régulant la liaison de I’agoniste, la signalisation intracellulaire ainsi que
les propriétés de recyclage et d’expression du récepteur (94). De plus, la formation de
dimères pourrait modifier la réponse du récepteur son agoniste. En effet,
l’antagoniste d’un récepteur pourrait se lier l’un des monomères et ainsi augmenter
ot
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la liaison de l’agoniste au monomère associé du même récepteur (95). Un groupe de
recherche a récemment démontré l’existence d’homo et d’hétérodimères constitutifs
des récepteurs à l’ET-l. Par ailleurs, ils ont confinné l’activité fonctionnelle des
hétérodimères dans des cellules HEK 293 transfectées (96). De plus, l’importance de
la formation d’hétérodimères des ET-Rs a aussi été suggérée au niveau de la glande
hypophysaire antérieure (97).
Plusieurs méthodes biochimiques, biophysiques ou encore pharmacologiques,
telles que l’utilisation d’agonistes radioactifs, peuvent être utilisées pour révéler les
interactions protéines-protéines. Les études de co-immunoprécipitation sont des
méthodes biochimiques utilisées pour détecter la formation de dimères. De plus, il est
possible de vérifier les interactions protéines-protéines dans des cellules vivantes à
l’aide de techniques biophysiques telles que les techniques de FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) et BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer).
1.2.6 Voies de signalisation intracellulaire
Les récepteurs ETA et ETB des muscles lisses étant tous deux des RCPGs, sont
susceptible d’être couplés aux protéines GOE5, GŒi et GŒq. La vasoconstriction induite
par l’ET-l est initiée par une augmentation biphasique du Ca2 intracellulaire.
Phase aïgue.
> La liaison de l’ET-l à son récepteur entraîne l’activation, par le biais de Gaq,
de la PLC qui hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en
deux sous-produits, soit l’inositol 1,4,5-triphosphate (1P3) et le 1,2-
diacylglycérol (DAG). La mobilisation rapide des réserves intracellulaires de
Ca2 du réticulum sarcoplasmique est induite par 1’ 1P3.
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Phase soutenue.
> L’augmentation soutenue du Ca2 intracellulaire est produite par un influx de
calcium extracellulaire par différents canaux ioniques.
Le DAG active une protéine kinase C (PKC) qui phosphoryle directement ou
indirectement les canaux K et provoque ainsi leur inactivation et une
dépolarisation soutenue de la cellule.
La dépolarisation de la cellule entraîne à son tour une activation des canaux
calciques voltage-dépendants de type L.
L’activation des canaux cationiques sélectifs ($0CC) et non-sélectifs (NSCC)
ainsi que l’activation des canaux chlore (CF) par le calcium peuvent aussi
favoriser la dépolarisation cellulaire (98) (99).
L’augmentation de calcium est essentielle à la vasoconstriction musculaire lisse,
mais elle permet aussi l’activation des voies de signalisation de la croissance cellulaire
des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses ainsi que des cellules gliales.
La croissance cellulaire dépendante de l’ET-l est essentiellement induite par le
récepteur ETA via l’activation de la MAPK. Il est bien connu que 1’ET-l peut activer
ou participer à plusieurs cascades intracellulaires telles que les voies de la MÀPK, de
la P38, de la P44/P42, de la P13 K, de la protéine kinase B, du NF-kB ainsi que de JNK
(100) (101) (102) (103). Les types cellulaires où l’ET-l peut activer ces cascades, les
effets provoqués par l’ET-l via l’activation de ces cascades intracellulaires et les
mécanismes par lesquels l’ET-l les active sont présentement des sujets très étudiés.
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Figure 6. Mécanisme de contraction induite par l’ET-l (104)
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1.3 La circtttation pttliiionaire
La circulation pulmonaire est une circulation à basse pression tout en étant un
système à haute compliance. Elle a pour seul rôle de faire entrer le sang en contact
avec les alvéoles des poumons de manière à permettre les échanges gazeux; elle ne
sert pas directement les besoins métaboliques du tissu pulmonaire.
Le ventricule droit propulse le sang pauvre en oxygène dans le tronc pulmonaire
qui monte en diagonale sur une distance de 8 cm pour finalement donner les artères
pulmonaires droite et gauche. Dans les poumons, les artères émettent plusieurs
branches qui desservent les lobes. Après avoir longer les bronches principales, ces
branches se ramifient en de nombreuses artérioles pour finalement produire les
réseaux denses de capillaires qui entourent les alvéoles. C’est au niveau de ces
NSCC
ETA
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capillaires pulmonaires que les échanges d’oxygène (02) et de gaz carbonique (C02)
se produisent. Les lits capillaires pulmonaires s’écoulent dans les veinules pour
finalement se réunir et former les deux veines pulmonaires de chaque poumon. Les
quatre veines pulmonaires déversent leur contenu dans l’oreillette gauche. Les artères
pulmonaires transportent le sang pauvre en 02 mais riche en C02 alors que les veines
transportent le sang riche en 02 mais pauvre en C02.
Dans la circulation pulmonaire, le débit sanguin présente plus d’une
particularité. La résistance pulmonaire vasculaire (RPV) est d’environ 67 ± 30
dynesscm5 ce qui représente le 1/10 de la résistance vasculaire retrouvée dans la
circulation systémique. La pression systolique que l’on retrouve au niveau du
ventricule droit est d’environ 25 mm Hg alors que la pression diastolique est
d’environ 0-1 mm Hg. Ces valeurs représentent seulement le 1/5 des valeurs que l’on
retrouve au niveau du ventricule gauche. Le volume sanguin pulmonaire est d’environ
450 ml représentant seulement 9% du volume sanguin total.
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Figure 7. Circulation pulmonaire et systémique (105)
En outre, le mécanisme autorégulateur est inversé dans la circulation pulmonaire
où une faible concentration d’02 cause la vasoconstriction des artérioles alors qu’une
forte concentration provoque pltitôt une vasodilatation. Ce phénomène est
parfaitement adapté puisque lorsque les sacs alvéolaires sont remplis d’air riche en
les capillaires pulmonaires se gorgent de sang et sont prêts à recevoir l’02. Par contre,
si les sacs alvéolaires sont affaissés ou obstrtiés par du mucus, la concentration d’O
baisse dans la région et le sang la contourne.
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L’oedème pulmonaire se produit de la même façon que toute autre accumulation
de liquide dans les tissus ailleurs dans le corps. La fonction pulmonaire et l’intégrité
du tissu dépendent du maintien des fluides. Selon les forces de Starling, la filtration
des fluides dépend de 4 forces soit la pression hydrostatique du capillaire, la pression
colloïdale osmotique du plasma, la pression du fluide interstitiel ainsi que la pression
colloïdale osmotique du liquide interstitiel. En effet, tout facteur pouvant entraîner
une augmentation de la pression colloïdale osmotique interstitielle ou de la pression
hydrostatique du capillaire entraîne une entrée de liquide dans l’espace interstitiel et
dans les alvéoles. Il est donc essentiel de préserver l’intégrité de la barrière épithéliale
alvéolaire ainsi que l’endothélium des microvaisseaux. Les causes les plus fréquentes
d’oedème pulmonaire sont une défaillance du ventricule gauche ou encore une
maladie de la valve mitrale qui induit une augmentation de la pression capillaire et
donc une accumulation de liquide dans l’espace interstitiel. De plus, un
endommagement de la membrane capillaire pulmonaire par une infection telle qu’une
pneumonie peut entraîner une fuite de protéines plasmatiques et donc une perte de
liquide au niveau de l’espace interstitiel.
1.4 Endothétines etpathologies
Puisque l’ET exerce de nombreuses fonctions biologiques, celle-ci pourrait être
impliquée dans plusieurs pathologies cardiovasculaires. Étant donné que l’ET-l a un
effet vasoconstricteur puissant, le premier syndrome clinique impliquant ce peptide de
façon pathologique fût l’hypertension pulmonaire (HTP). Par contre, il peut aussi être
impliqué dans plusieurs autres pathologies telles que l’athérosclérose, le choc
septique, la défaillance cardiaque ainsi que la défaillance rénale.
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Figure 8. Les rôles pathologiques de l’endothéline-l (106)
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1.4.1 Défaillance cardiaque et insuffisance cardiaque chronique (1CC)
La défaillance cardiaque est un syndrome clinique qui apparaît tardivement lors de
maladies vasculaires telles que les maladies des artères coronaires. Cette défaillance
est généralement accompagnée d’une augmentation généralisée de la résistance
périphérique vasculaire qui résulte de l’activation de nombreux mécanismes de
compensation. Plusieurs systèmes neLirohormonaux systémiques sont activés
progressivement afin de maintenir initialement l’éjection cardiaque, la perfusion des
organes ainsi que l’homéostasie circulatoire. La diminution de la pression artérielle
entraîne l’activation des barorécepteurs, des chémorécepteurs, de la réponse
ischémique du système nerveux central, de l’axe rénine-angiotensine ainsi que de la
vasopressine. Tous ces mécanismes induisent en quelques secondes une suractivation
fafIammatïon
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du système nerveux sympathique et une inhibition du système nerveux
parasympathique. Toutefois, même si ce sont tous des mécanismes d’adaptation, ils
peuvent tout de même induire une augmentation du volume en fin de diastole suite à
une augmentation du tonus vasculaire périphérique délétère pour le coeur à long terme.
Tous ces facteurs neurohormonaux entraînent une augmentation de la production
d’ET-l par les cellules endothéliales (107). Le rôle de l’ET dans la défaillance
cardiaque est principalement dû à ses actions vasculaires et trophiques dans
l’hypertrophie cardiaque. Chez les patients souffrant d’insuffisance cardiaque
chronique (1CC), les concentrations tissulaires d’ET-l de même que l’activité de
l’ECE-l (108) (109) et les concentrations plasmatiques de la big ET sont augmentées
au niveau des ventricules droit (110) et gauche (111) (112). Les concentrations
plasmatiques de big ET-1 et d’ET-l sont en relation directe avec la sévérité de la
défaillance cardiaque et sont une indication du pronostic (111-113). Il semble que la
densité des récepteurs ETA cardiaques soit aussi augmentée dans 1’ICC (114).
L’injection intraveineuse aigu d’un antagoniste double comme le bosentan a induit
plusieurs modifications hémodynamiques telles que des réductions de la pression
artérielle moyenne, de la pression pulmonaire, de la pression de l’oreillette droite ainsi
que des résistances vasculaires pulmonaire et systémique tout en induisant une
augmentation de l’éjection cardiaque et du volume d’éjection (115). Chez des patients
souffrant d’insuffisance cardiaque chronique (1CC) et recevant initialement un
traitement avec un inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA),
l’administration d’un inhibiteur de 1’ECE (116) ou encore d’un antagoniste ETA (117)
(118) a induit une vasodilatation. Ces données démontrent bien que chez les patients
souffrant d’ICC, 1’ET-l est responsable du maintien d’un tonus vasculaire élevé.
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À court terme, la suractivation du système endothéline est bénéfique puisqu’elle
procure un effet inotropique sur le coeur défaillant présentant une réponse (X OU 13-
adrénergique atténuée. Par contre, à long terme, cette suractivation peut entraîner une
dysfonction de la structure et de la fonction du myocarde pour finalement induire une
‘cc.
Figure 9. Principaux évènements dans la progression de la défaillance cardiaque
(119)
33
1.4.2 Hypertension pulmonaire associée à une pathologie cardiaque gauche (HTP)
L’HTP est présente lorsque la pression pulmonaire artérielle systolique est
supérieure à 30 mm Hg ou encore lorsque la pression artérielle pulmonaire moyenne
est supérieure ou égale à 19 mm Hg. Une dysfonction ventriculaire gauche entraîne
une élévation de la pression de remplissage du ventricule gauche qui induit à son tour
une augmentation de la pression pulmonaire veineuse. Cette congestion pulmonaire
veineuse est souvent accompagnée d’une augmentation de la RVP qui conduit
progressivement à une hypertrophie ventriculaire droite. Plusieurs anomalies telles
qu’une augmentation de la prolifération des cellules endothéliales ainsi qu’une
augmentation de l’expression des récepteurs aux facteurs de croissance (VEGF)
résultent de l’HTP. Un épaississement de la couche intimale des petites artères ainsi
qu’une augmentation du nombre de couches élastiques des petites artérioles peuvent
aussi être observés en condition d’HTP. L’HTP secondaire à un infarctus du
myocarde est caractérisée par le remodelage que subissent les artères, l’anormalité des
fibres élastiques, la fibrose de l’intima, l’hypertrophie de la media. Toutes ces
modifications entraînent la rigidité vasculaire ainsi qu’une diminution de la réponse
vasodilatatrice. De plus, I’HTP est caractérisée par une augmentation de la
prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires. Tous ces changements
morphologiques altèrent l’endothélium vasculaire pulmonaire (120).
Le groupe de recherche de Cody a démontré que les patients souffrant d’ICC
avaient des niveaux plasmatiques d’ET-l très élevés qui corrélaient avec les hausses
de pression artérielle pulmonaire et de RVP. Ces résultats suggèrent que l’ET-l
pourrait être un marqueur ou un médiateur de l’HTP secondaire à l’ICC.
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Les niveaux élevés d’ET-l dans l’ICC pourrait être le résultat d’une augmentation
de la production et/ou une diminution de la clairance pulmonaire de ce peptide.
Dupuis et ces collaborateurs ont démontré que l’ET-l était produite et éliminée par les
poumons tout en démontrant que le surplus d’ET corrélait avec la hausse de la RVP
chez les patients souffrant d’ICC (65). Une augmentation de l’ARNm de la prépro
ET-l ainsi qu’une augmentation de l’expression de l’ET-l dans les cellules
endothéliales pulmonaires est observée chez les rats souffrant d’ICC et d’HTP (121).
Par ailleurs, l’ET-l pourrait être impliquée dans l’hypertrophie vasculaire (122) en
stimulant le système angiotensine, en augmentant les concentrations locales de
noradrénaline et en inhibant l’expression de la NOS (123).
1.5 Traitements actuels de t’HTP
L’étiologie de la maladie ainsi que la sévérité des dommages cardiaques et
vasculaires déterminent le traitement optimal à utiliser. Les trois traitements
spécifiques de I’HTP présentement approuvés par la FDA sont: une administration
intraveineuse continuelle d’Epoprosténol (Flolan, prostacycline, prostaglandine 12)
une administration sous-cutané continuelle de Tréprostinil (Remodulin, analogue de la
prostacycline) ; ou encore une administration orale de Bosentan (Tracleer, antagoniste
double des récepteurs à l’ET). Plusieurs autres médicaments tels que le sitaxsentan, le
Béraprost ainsi que des inhibiteurs de la TxA2S sont présentement testés dans des
études cliniques dans le but d’une éventuelle utilisation. La plupart des patients
souffrant d’HTP reçoivent aussi les traitements conventionnels de la défaillance
cardiaque soit des inhibiteurs de l’ECA, un j3-bloqueur, un dérivé nitré, des
diurétiques, des médicaments inotropiques ou encore des suppléments d’O2 au besoin.
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1.6 Justfication de l’étude
Le système endothéline est la cible de nombreuses études scientifiques car en plus
d’avoir plusieurs rôles physiologiques, ce système est activé dans plusieurs
pathologies telles que les insuffisances cardiaque et rénale, l’hypertension pulmonaire
veineuse, l’angine instable, l’infarctus du myocarde, la cirrhose ainsi que certaines
formes de cancer. Plusieurs résultats ont confirmé l’activation et la contribution
persistante de ce peptide dans le développement de l’HTP secondaire à une
dysfonction ventriculaire gauche. L’utilisation d’un antagoniste simple ou double dans
le traitement de cette pathologie demeure toujours un important sujet de débat.
Plusieurs données expérimentales ont démontré l’implication du récepteur ETA dans
la vasoconstriction et la prolifération cellulaire induites par l’ET-l. Par contre, le
récepteur ET a longtemps été considéré comme un récepteur entraînant une
vasodilatation du muscle lisse par la relâche endothéliale de NO et de PGI2. Pourtant,
depuis un certain temps déjà, ce rôle vasodilatateur est remis en question par plusieurs
études qui démontrent que celui-ci est impliqué dans les effets délèteres induits par
1 ‘ET-1 tels que la vasoconstriction, la prolifération cellulaire ainsi que la fibrose.
Depuis les études cliniques réalisées en 2001, il a été démontré que le blocage des
deux récepteurs à l’ET-l par le bosentan s’avère un traitement efficace chez les
patients soufflant d’HTP. Par contre, depuis un certain temps, plusieurs groupes de
recherche prônent l’utilisation d’un antagoniste ETA sélectif (sitaxsentan) croyant
qu’il est nécessaire de laisser le récepteur ET3 libre d’exercer ses fonctions
vasodilatatrices. Plusieurs études ont tenté d’évaluer le rôle exact de l’endothélium et
des récepteurs à l’ET-l afin d’apporter des réponses concrètes aux questions
soulevées par ce débat et ainsi permettre de choisir le traitement optimal des patients
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souffrant d’HTP. Par contre, la majorité des études précédentes ont été effectuées sur
des artères de gros calibre ou encore sur des artères de résistance possédant un
endothélium intact. Pourtant, ce sont majoritairement les artères de résistance qui sont
responsables de l’augmentation de la résistance vasculaire pulmonaire observée en
situation d’HTP.
Ce projet de maîtrise avait pour but d’étudier et de caractériser la réponse pulmonaire
globale ainsi que la réactivité vasculaire des artères pulmonaires de résistance.
Dans un premier temps, nous avons évalué le rôle des prostanoïdes et des
récepteurs ETA et ETB dans la réponse pulmonaire globale.
• Par la suite, nous avons précisé notre évaluation en étudiant le rôle de
l’endothélium ainsi que des récepteurs ETA et ET3 dans la vasoconstriction des artères
de résistance pulmonaire. De plus, nous avons évalué la possibilité que les récepteurs
ETA et ETB puissent former des dimères.
• Finalement, nous avons étudié les modifications de la vasoconstriction pulmonaire
induite par I’ET-l en situation d’insuffisance cardiaque.
Nos résultats nous ont fourni une meilleure compréhension de la vasoconstriction
pulmonaire induite par l’ET-l en situation contrôle et en situation pathologique. De
plus, ces études nous ont permis d’évaluer l’efficacité relative des antagonistes
(sélectif ETA vs non-sélectif) des récepteurs de 1’ET dans l’HTP.
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2.0 Matériels et méthode
La présente section a pour but de décrire la méthodologie et les différentes
techniques et protocoles expérimentaux qui ont permis d’obtenir les résultats
présentés dans ce mémoire.
2.1 Modèles animaux
Pour effectuer cette étude nous avons utilisé des rats mâles de race Wistar (250-
300g) ainsi que des rats mâles de race Sprague-Dawley (200-250g). Ils provenaient
tous d’un élevage local (Charles River, Saint-Constant, Québec). Les animaux étaient
manipulés cinq jours après leur arrivée à l’animalerie du centre de recherche afin de
leur permettre de s’acclimater à leur nouvel environnement.
2.2 Préparation des poumons isolés
Pour effectuer cette étude, nous avons utilisé les rats de race Sprague-Dawley
(200-250g). Les rats ont premièrement été anesthésiés avec un mélange de kétamine
(Ketalean, 50 mgfKg; Bimeda-MTC, Cambridge, Ontario) et de xylazine (Rompun,
10 mg/Kg; Bayer, Toronto, Ontario). Suite â la vérification d’une anesthésie complète
par le réflexe lingual, 2000 U d’héparine (Hepalean; Organo Teknika, Toronto,
Ontario) ont été administrés par injection intrapéritonéale. Par la suite, le diaphragme
a été coupé et la trachée canulée avec un tube relié à un respirateur pour rongeur
(Harvard Apparatus, Montréal, Québec). Le rat a été ventilé avec un volume de 1 mL
d’air ambiant à 60 cycles/min et à une pression expiratoire positive finale de 2 cm
H20. Le coeur et les poumons ont été exposés après une thoracotomie médiane.
L’artère pulmonaire a été canulée suite à une incision dans la portion supérieure du
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ventricule droit. La perfusion du poumon a débuté par l’infusion d’une solution de
Krebs. Cette solution physiologique était composée de (en mmol/L): NaC1 120,
NaHCO3 25, KC1 4.7, KH2PO3 1.18, MgSO4 1.17, CaC12 2.5 et glucose 5.5. La
solution a été oxygénée (95% 02, 5% C02), filtrée (filtre de 0.22 im; $arstedt,
Newton, North Carolina) et son pH ajusté à 7.4. Par la suite, les poumons ont
rapidement été isolés et suspendus dans une chambre ventilée et maintenue à 37°C
avec de l’eau chaude. Ils ont par la suite été perfusés avec la solution de Krebs
additionnée de 3% d’albumine à l’aide d’une pompe MasterFlex (Cole Palmer
Instruments Co., Vemon Hill, Illinois) à un débit constant de 5mL/min. Le flot
pulmonaire a constamment été évalué par une bague de débit (Transonic, Ithaca, New
York) reliée à un appareil de mesure Transonic (modèle 20$). La pression de
perfusion pulmonaire a été mesurée par un transducteur de pression et enregistrée par
le polygraphe Gould TA 4000.
Après une équilibration de 10 minutes, les changements de pression à des
concentrations cumulatives d’ET-l (9 nM à 30 nM) et de S6c (9 nM à 30 nM) ont été
mesurés et enregistrés. La courbe dose-réponse à l’ET-l a été effectuée en présence et
en absence de méclofénamate (inhibiteur de la COX, 100 iiM), d’un inhibiteur de
lipoxygénase (A-85761.0, 10 tM), d’un antagoniste ETA (A-147627.1, 10 nM, 100
nM, 1 iM), d’un antagoniste ETB (A-192621.1, 1 iM, 100 1iM) et d’un antagoniste
non-sélectif (Bosentan, 1 jiM, 10 j.iM, 100 1iM). Afin de déterminer l’effet de la
stimulation du récepteur ETB, une courbe dose-réponse à l’ET-l a été effectuée en
condition de tonus vasculaire augmenté (U-46619, analogue de la thromboxane A2,
0.1 jiM) ainsi qu’en présence de l’antagoniste ETA (10 nM). Après chaque expérience,
le lobe pulmonaire inférieur droit humide a été pesé puis conservé une semaine pour
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obtenir son poids sec et ainsi établir le ratio poids sec I poids humide. Ceci a permis
l’évaluation de la présence ou non d’oedème pulmonaire.
2.3 Préparation des artères de résistance
Pour effectuer cette étude, nous avons utilisé des rats mâles de race Wistar (250-
300g). Les rats ont premièrement été anesthésiés avec un mélange de kétamine et de
xylazine. Le poumon a ensuite été délicatement retiré de la cage thoracique et le lobe
inférieur droit a été préservé dans une solution physiologique (PSS) composée de
(mmollL): NaC1 6.95; KC1 4.7; KH2PO4 1.12; MgSO4 1.17; NaIICO3 1.17; CaCl2
1.16; EDTA 0.023; glucose 10. Sous un microscope binoculaire (Nikon, modèle
SMZ-1OA), de petites artères pulmonaires ayant une longueur de 2mm et un diamètre
de 150-200 im ont été disséquées en prenant bien soin de ne pas endommager
l’endothélium vasculaire. Deux fils de tungstène de 20 tm ont été insérés dans les
segments d’artère puis fixés sur un myographe pour microvaisseaux (IMf, University
of Vermont). Les artères ont par la suite été étirées en fonction de leur diamètre afin
de leur donner une tension optimale telle que décrite par les études de Mulvany.
Puisque toutes les artères possédaient un diamètre d’environ 150-200 11m, nous les
avons toutes étirées jusqu’à l’obtention d’une tension de base d’environ 80-100 mg.
Suite à une équilibration de 30 minutes à 3 7°C, dans du PSS oxygéné avec un
mélange gazeux composé de 5% C02, de 12% 02 et d’une balance de N2, les artères
ont été soumises à deux contractions subséquentes de 40 mmolIL KC1. Celles-ci ont
permis de vérifier la viabilité de nos artères pulmonaires. La présence de
l’endothélium vasculaire a aussi été vérifiée par l’ajout de 10 11M d’Ach. Pour les
études sans endothélium, les artères ont été dénudées de leur endothélium en utilisant
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un cheveux pour gratter l’intérieur du vaisseau. Nous avons, dans un premier temps,
effectué des courbes doses réponses à l’ET-l (0.1 nM à 0.3 pM) et à la $6c (0.1 nM à
0.3 tM) avec et sans la présence de l’endothélium. La courbe dose-réponse à la S6c a
aussi été effectuée en présence de méclofénamate (inhibiteur des COX, 10 jiM) et de
A-8576 1.0 (inhibiteur de la LOX, 10 iM) alors que la courbe dose-réponse à l’ET-l a
aussi été effectuée en présence de A-147627.1 (antagoniste ETA, 10 nM), de A-
192621.1 (antagoniste ETB, 1iM) ainsi que d’une combinaison des deux antagonistes.
Pour chaque antagoniste, nous avons effectué des courbes doses-réponses à diverses
concentrations afin de déterminer la concentration optimale de l’antagoniste à utiliser.
Un lavage avec une solution physiologique (P55) a suivi chaque expérience, ce qui a
permis à l’artère de retrouver sa tension de base. À la fm de chaque expérience,
l’artère a été stimulée avec une solution physiologique dépolarisante contenant 127
mM de KC1 afin d’obtenir la contraction maximale.
2.4 Co-immunoprécipitation et western btot
Pour effectuer cette étude nous avons utilisé des rats mâles de race Wistar (250-
300g). Pour chaque condition expérimentale, nous avons disséqué et rassemblé de
petites artères pulmonaires (n=24). Par la suite, nous avons effectué une extraction
standard de protéine avec un tampon de lyse dénaturant ayant la composition suivante
(mM): Tris-HC1 pH 7.5 50, 3-glycérophosphate 20, Sodium fluoride 20, EDTA 5,
EGTA 10, Na3VO4 1, triton 1% v/v, cocktail d’inhibiteur de protéase: microcystéine 1
tM, DIT 5 mM, leuptine 10 ig/ml, PMSF 0.5mM et benzamidine 10 mM. Ces
expériences ont aussi été réalisées en condition non-dénaturante avec le même tampon
de lyse sans toutefois l’ajout du DTT. Nous avons ensuite fait une quantification
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protéique en utilisant la technique de Bradford. Nous avons utilisé 100 jig de protéine
pour chacun des échantillons auxquels nous avons ajouté du tampon de lyse afin de
compléter le volume à 100 pi et 1 .il de l’anticorps au R-ETB (Biogenesis Ltd, 41 13-
3059, rat ETB-R amino acids 405-417, QTFEEKQSLEEKQ) ou 1 jil de l’anticorps au
R-ETA (Abcam, ab 1919, rat ETA-R amino acids 31-45, SSHVEDFTPFPGTEF). Les
échantillons ont ensuite été incubés à 4°C pendant 2 heures avec agitation. Pendant
l’incubation, un tampon de lavage ayant la composition suivante: Tris 1.5 mM, triton
10%, H20 a été préparé. Nous avons alors effectué trois lavages des billes d’agarose
(protein AJG PLUS-Agarose, Santa Cruz Biotechnology) avant de les incuber à 4°C
pendant 1 heure avec chacun des échantillons (20p1/échantillons). Suite à l’incubation,
les billes ont été lavées trois fois avant l’ajout du tampon échantillon pour le Western
blot.
Les protéines ont été séparées sur un gel d’acrylamide SDS-PAGE avec un
gradient 10-20% (w/v). Par la suite, les échantillons ont été transférés sur une
membrane de nitrocellulose à 100 V pendant 90 minutes et maintenus à 4°C dans un
tampon ayant la composition suivante: 25 mM de Tris base, 192 mM de glycine et
5% de méthanol. Les membranes ont ensuite été bloquées pendant 2 heures avec du
lait 5% (Sigma) dans: 25 mM de Tris-HC1 (pH 7.5), 150 mM de NaCÏ ainsi que
0.05% de Tween 20 (TBST). Les membranes ont été incubées pendant la nuit avec
l’anticorps primaire (R-ETA) dilué à 1:1000 dans du lait 5% pour ensuite être lavées
avec du TBST (3 X 10 minutes) et rebloquées dans une solution contenant du lait 5%
et du TBST (1 X 10 mm). Les membranes ont par la suite été incubées pendant 2
heures avec leur anticorps secondaire respectif dilué dans du lait 5% (horseradish
peroxidase-conjugated, 1:20 000). Suite à un lavage intensif avec du TBST les bandes
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ont été visualisées par chemiluminescence (Renaissance Plus, Perkin-Elmer Life
Sciences) sur des films Bio-Max selon les instructions du manufacturier. Les anticorps
ETA (Abcam, ab1919, rat ETA-R amino acids 3 1-45, SSHVEDFTPFPGTEF) et ET8
(Biogenesis Ltd, 4113-3059, rat ET5-R amino acids 405-417, QTFEEKQSLEEKQ)
ont tous deux été synthétisés pour réagir avec des épitopes spécifiques et différents.
De plus, la réactivité croisée de l’anticorps ETA a été testée puisque celui-ci n’a pas
reconnu le récepteur ETB de la préparation des cellules endothéliales.
2.5 Infarctus du myocarde
Pour effectuer cette étude nous avons utilisé des rats mâles de race Wistar (25 0-
300g, âgés de 7 ou $ semaines). Le rat était premièrement anesthésié avec un mélange
de 3% d’halothane et d’oxygène pur. Les rats ont alors été intubés et ventilés à un
rythme de 70 cycles/minute (Harvard Apparatus, South Natick, MA) avec un volume
tidal de 2 ml ainsi qu’une pression positive d’expiration de 2 cm d’H20.
Le coeur a été exposé à l’aide d’une thoracotomie du côté gauche ainsi qu’une
incision du péricarde. Une ligature de l’artère coronaire descendante antérieure a été
effectuée à l’aide d’une soie 4-0 approximativement 2 mm après la bifurcation de
l’artère coronaire principale. Suite à une injection sous-cutanée d’analgésique
(Buprenorphine, 0.01 mglKg), l’incision a été refermée à l’aide d’une soie 2-0.
Lors du sacrifice, les rats ont été anesthésiés avec un mélange de kétamine
(Ketalean, 50 mg/kg; Bimeda-MTC, Cambridge, Ontario) et de xylaxine (Rompun, 10
mg/kg; Bayer, Toronto, Ontario). Suite à la vérification d’une anesthésie complète par
le réflexe lingual, 2000 U d’héparine (Hepalean; Organon Teknika, Toronto, Ontario)
ont été administrés par injection intrapéritonéale. La veine jugulaire droite a été isolée,
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incisée et canulée avec un cathéter Millar (2F courbé, 140 cm, Inter V medicals,
Montréal, Canada) afin de mesurer la tension veineuse centrale (TVC) et la pression
ventriculaire droite. Un deuxième cathéter, similaire au premier a été inséré dans
l’artère carotidienne droite afin de mesurer la pression artérielle systémique et la
pression ventriculaire gauche. Les mesures ont été enregistrées par un polygraphe
Gould TA1 1 (Gould Electronics, Valley View, Ohio).
2.6 Immunofluorescence coitfocate
Les poumons de rat furent prélevés et immédiatement congelés puis immergés
dans 2-methyl-butane (Sigma) et de l’azote liquide. Pour faire les coupes de 14 jim au
cryostat, le tissu a été orienté de façon à couper les artères transversalement. Les cryo
coupes ont été fixées avec de la paraformaldéhyde (4%, pH 7.2) pendant 20 min et
ensuite bloquées avec 2% de sérum normal d’âne (NDS, Jackson) et 0.5% de Triton
X-100 (Sigma). Les anticorps dirigés contre les isoformes A (ETA, lapin, Alomone) et
B (ETB, lapin, Alomone) du récepteur à 1 endothéline ainsi que contre 1’ aipha-actine
spécifique au muscle lisse (SMA, souris, Sigma) ont été incubés sur les coupes (dilués
dans 1% de NDS et 0.1% de Triton X-100). L’incubation durait 16 heures à 4°C. Les
anticorps secondaires dirigés contre le lapin (âne, A1exa555, Molecular Probes) et la
souris (âne, Alexa 647, Molecular Probes) qui étaient dilués dans leur tampon de
blocage respectif, ont été appliqués sur les coupes pendant 1 heure à la température
ambiante dans le noir. Les tissus furent montés sur des lames de verre en utilisant
0.2% de DABCO (1.4-Diazabicyclo[2.2.2J-octane, Sigma) mélangé au glycérol dans
un ratio de 1 pour 5 et scellés avec du vernis à ongle. Un tampon phosphate (NaCl 137
mM, KC1 2.7mM, Na2HPO4 4.3mM, KH2PO4 1 .4mM) a été utilisé pour les lavages
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suivant la fixation, pour la reconstitution des tampons de blocage et les diluants
d’anticorps.
2.6.] Microscopie confocale, déconvolution et quantification de la fluorescence
Les lames ont été observées avec un microscope confocal LSM 510 (Zeiss) muni
d’un objectif 63x11 .4 à immersion (Zeiss). Les fluorochromes Alexa 555 et Alexa 647
ont été excités à l’aide de Lasers HeNel (543nm) et HeNe2 (647nm) respectivement.
Afin de visualiser l’autofluorescence des lames élastiques internes (IEL) et externes
(EEL), le Laser Argon (48$nm) a été employé et l’émission de l’autofluorescence
captée entre 505nm et 530nm. Des séries d’images en Z ont été captées soit une image
par tranche de 0.16 p.m pour respecter le théorème de Nyquist lequel détermine
l’intervalle à respecter entre les tranches lors de la reconstruction de l’image. Cette
fréquence d’acquisition, selon l’axe Z, permet la captation des images en vue d’une
reconstruction en 3 dimensions sans aberrations optiques. Les séries en Z ont ensuite
été déconvoluées avec le logiciel Huygens Professionnal 2.6.5a (Scientific Volume
Imaging) en utilisant l’algorythme «Maximum Likelyhood Estimation ». finalement,
des projections (vue de face) en 3 dimensions ont été produites à l’aide de la fonction
«Projection» du logiciel L$M 510. Les images ont été sauvegardées sous le format
TIFF. Dans le but de quantifier les récepteurs ETA et ETB selon leur localisation
tissulaire, les lames basales internes (IEL) et externes (EEL) ont été sélectionnées
comme frontières délimitant l’endothélium et la média, grâce au logiciel LSM51O.
L’intensité moyenne de fluorescence (MFI) de la région non-masquée a été calculée
sur toutes les images des séries en Z (image $ bits, intensité allant de O à 255 unités de
fluorescence) et une moyenne de toutes les MfI a ensuite été calculée.
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2.7 Composés utilisés
L’ET-l et la S6c provenaient tous deux de « American Peptide Company »
(Sunnyvale, Californie) alors que le U-46619, 1’Ach ainsi que le méclofénamate
provenaient de « Sigma Chemicals » ($t-Louis, Montana). L’anticorps du R-ET3
provenait de « Biogenesis » alors que l’anticorps du R-ETA provenait de « Abcam»
(Co-IP et western). Pour l’immunofluorescence confocale, l’anticorps du R-ETA et du
R-ETB provenaient tous deux de « Alomone », alors que l’anticorps anti-SMA
(smooth muscle actin, souris) provenait de « Sigma ». Les anticorps secondaires Anti
rabbit Alexa 555 (âne) et anti-mouse Alexa 647 (âne) provenaient tous deux de «
Molecular Probes ». Le Ro 47-0203/00 1 (bosentan, antagoniste non-sélectif) nous a
été gracieusement fourni par Actelion alors que le A-147627.1 (antagoniste ETA), le
A-192621.1 (antagoniste ETB), et le A-$5761.0 (inhibiteur de LOX) nous ont été
gracieusement fournis par « Abott ».
2.8 Évaluations statistiques
Toutes les valeurs ont été exprimées en moyenne ± E.S.M. Les différences entre
les groupes de préparations de poumon isolé ont été analysées par une analyse de
variance à mesure répétée (ANOVA) suivie d’une comparaison de groupes utilisant la
correction de Bonferonni. Pour les artères de résistance, la courbe dose-réponse de
chaque condition pharmacologique a été analysée avec une formule à cinq paramètres
afin de déterminer la réponse maximale ainsi que la valeur de EC50. Les différences
entre les groupes, pour ces paramètres, ont été analysées par un test t de Student non
pairé. Les différences entre les paramètres morphométriques et hémodynamiques des
groupes Sham et 1CC ont aussi été analysées par un test t non-pairé (two-tailed).
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2.9 Ethique
Le soin et l’utilisation des animaux et tous les protocoles de recherche ont été
approuvés par le Comité de Déontologie Animale (CDA) du Centre de Recherche de
l’institut de Cardiologie de Montréal et sont conformes aux règles énoncées par le
Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA).
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Abstract
Background-Roles of endothelin (ET) receptors (R) and of the endothelium
on ET-1-induced pulmonary vasoreactivity are subjects of debate. This stems
ftom endothelial ETB-R that can release vasodilators (nitric oxide and
prostacyclin) as well as a vasoconstrictor (thromboxane A2).
Methods and Resutts-Pharmacological experiments were performed in
isolated rat lungs and in resistance pulmonary arteries (150 to 200 im).
Oligomerization of receptors was evaluated by co-immunoprecipitation. In
isolated lungs, ET-1 and sarafotoxin S6c induced similar vasoconstrictions.
ET-1 constriction was reduced by meclofenamic acid (F=0.001) and increased
by the TxA2/prostaglandin H2 receptor antagonist SQ 29,548 (P<0.001). ETB
R antagonist had no effect while ETA-R antagonist reduced vasoconstriction
(18±2 mm Hg, P<0.05) and a dual ETA/ETB-R antagonist almost completely
suppressed the response (6±2 mm Hg, P<0.001). In preconstricted lungs,
ETB-R stimulation caused mild vasodilation at low concentrations, but severe
vasoconstriction at higher concentrations. In isolated arteries, responses to
ET-1 (Emax 91±4%) and S6c (Emax 85±4%) were not different and
unaffected by removal of endothelium. Both ETA-R (10 nmol/L, Emax
73±6%) and ETB-R antagonists (1 tmol/L, Emax 79±2%) veiy mildly
reduced ET-1 vasoconstriction. Their combination however greatly reduced
both Emax (5 8±3%, P<0.001) as well as vascular sensitivity. We found co
immunoprecipitation of ETA-R and ET8-R.
Conclusions-Prostanoids contribute to ET-1 vasoconstriction in isolated
lungs. There is a mild
vasodilator role of the ETB-R only at low agonist concentration when baseline
vascular tone is increased. The use of dual antagonism resuits in optimal
blockade of vasoconstriction, possibly because the ETA and ETB receptors can
form functional oligomers.
Key Words: endothelin • endothelium • receptors • lung • phannacology
Wordcount: 24$
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The endothelin system (ET) is activated in pulmonary hypertension of ail
etiologies.’ The therapeutic value of pharmacological blockade of endothelin
receptors has been demonstrated in various animal models of pulmonary
hypertension and led to the current approvai and continued development of
these drugs for the therapy ofhuman pulmonary arterial hypertension.2
Among the chief actions of ET-1 is its ability to modulate pulmonary vascular
reactivity. Although ET-1 is a recognized potent pulmonary vasoconstrictor,
this peptide also has the ability, in certain experimental conditions, to cause
mild vasodilation. This compiex biology derives from the existence of 2
different ET-receptor (ET-R) subtypes. The ETA-R was characterized from
bovine lungs3 and the ET-R was cloned from rat lungs.4 In rat lungs, the
proportion of these receptors is 6O% ETA and 4O% ETB.5 The ETA-R
demonstrates higher affinity for ET-1 than for the other isoforms ET-2 and
ET-3, while the ETB-R associates equally with ail 3 isoforms. Both the ETA-R
and ET-R are present on vascular smooth muscle celis and induce direct
vasoconstriction afier stimulation.6 The complexity of this system derives
from the additional presence of endotheliai celis ETB-R that have been
demonstrated to play a dual roie. They can induce vasodilation through the
release of the vasodilators nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGI2),7 but can
aiso cause the release of the potent pulmonary vasoconstrictor thromboxane
A2 (TxA2).8’9
Whether the net effect of either selective ETA-R receptor blockade (which
would maintain the potential beneficial vasodilator effect of the endothelial
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EIB-R) or non-selective ETA-R!ETB-R blockade (which would block ail
possible pathways of ET-induced vasoconstriction) provides greater benefit on
ET-l induced increase in pulmonary vascular tone remains a subject of
debate.2 The mai ority of previous studies evaluating the effects of ET on
pulmonary vasoreactivity were performed either on large diameter pulmonary
arteries that do flot substantially contribute to pulmonary vascular resistance,
or on small resistance arteries with an intact endothelium. No studies have
previously systematically evaluated the role of prostanoids, of the
endothelium and of the ETA-R and ETB-R on ET-1 induced pulmonary
vascular reactivity.
To tacide this problematic, we performed studies in isolated rat lungs as weli
as in small resistance pulmonary arteries with or without removal of the
endothelium. We additionaiiy explored the possibility that some of our
functional findings could be explained by the presence of ET-R oligomers in
small pulmonary arteries.
Materials and Methods
The animal research and ethics committee of the Montreal Heart Institute
approved the smdy protocol. Experiments were conducted according to
guidelines from the Canadian council of animal care.
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Isolated Rat Lungs
Male Sprague-Dawley rats (200 to 250 g) were anesthetized by a mixture of
ketamine and xylazine administered intramuscularly. The trachea was
isolated, cannulated and connected to a rodent ventilator. Afier a midiine
sternotomy, the pulmonary artery was rapidly cannulated through an incision
in the right ventricle. The lungs perfusion was initiated by infusion of a Krebs
solution of the following composition (mlvi): NaCl 120; NaHCO3 25; KC1
4.7; KH2PO4 1.18; MgSO4 1.17; CaC12 2.5 and glucose 5.5. Before each
experiment, the Krebs solution was seeped through a 0.22 pm filter (Sarstedt,
Newton, NC) and adjusted to a pH of 7.4. The lungs were then rapidly
removed and suspended in a water-jacketed chamber at 37°C to be perfused at
a constant flow rate (10 ml!minutes) using a masterfiex rouer pump (Cole
Palmer Instruments Co., Vemon Huis, IL) with Krebs solution supplemented
with 3% aibumin. The pulmonary flow rate was constantly monitored with a
flow probe (Transonic, Ithaca, NY). The pressures were aiso constantly
recorded during the experiments.
Afier 10 minutes of equilibration, the changes in pressure to concentrations of
ET-1 (9 nM to 30 nM) and sarafotoxin 6c (S6c, 9 nM to 30 nM) were
measured with and without cyclooxygenase inhibition with meclofenamic acid
(100 pM), lipoxygenase inhibition with A-85761.0 (10 pM),
TxA2/prostaglandin FI2 receptor inhibition with SQ 29,548 (100 pM), the
ETA-R antagonist A-147627.1 (10 nM, 100 nM, 1 pM), the ET-R antagonist
A-192621.1 (1 pM, 100 pM) and in the presence of the non-selective ET-R
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antagonist Bosentan (1 pM, 10 uM, 100 ,uM). At the end of each experiment,
the pulmonary right inferior lobe wet weight and dry weights were determined
as an indication ofthe presence ofpulmonary oedema.
In order to further evaluate the effect of ETB-R stimulation, concentration
response curves to ET-1 were performed in conditions of increased basal
pulmonary vascular tone and with simuitaneous ETA-R blockade. Afler lung
isolation, 10 nM ofthe ETA antagonist was added to the perfusate and afier 30
minutes of equilibration, baseline perfusion pressure was noted. The lungs
were then pre-constricted with 100 nM of U-46619 and when a steady level of
perfusion pressure was reached (10 minutes), concentration-response curves to
ET-1 were performed.
Isometric Recording of Tension of Isolated Micro Vessels
Experiments were conducted on isolated pulmonary arteries of male Wistar
rats using a microvascular myograph. IntraÏobar arteries were dissected under
a microscope and cleaned of surrounding parenchyma. The vessels were 1 to
2 mm long and 150 to 200 pm diameter. They were set up on a myograph
with a resting tension of $0 to 100 mg and bathed in a physiological sait
solution (PS$) of the following composition (mM): NaC1 6.95; KCI 4.7;
KH2PO4 1.1$; MgSO4 1.17; NaHCO3 1.17; CaC12 1.16; EDTA 0.023; glucose
10. The arteries were equilibrated for 30 minutes at 37°C in PS$ and bubbled
with 5% C02, 12% 02 and balance in N2. for each vessel, the integrity of the
endothelium was determined by testing endothelium-dependent vasodiiation
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to Ach (100 pM). Maximal vasoconstriction to 127 mlvi KC1 was also
determined for each vessel. Preparations were subjected to cumulative
concentration-response curves with ET-1 (0.1 nM to 0.3 pM) and S6c (0.1 nM
to 0.3 pM) with or without removal of the endothelium. The S6c
concentration-response curve was also assessed in the presence of
meclofenamic acid (10 pM) and A-$5761.0 (10 pM) whereas the ET-1
concentration response curve was assessed in the presence of A- 147627.1 (10
nM), A-192621.1 (1 pM) and a combination ofA-147627.1 and A-192621.1.
Co-Immunoprecipitation of ET-R
Small intralobar pulmonary arteries from the pulmonary right inferior lobe
were obtained as described above and pooled (n=24 arteries) for each
experimental condition. Standard protein extraction was assessed using 2
different lysis buffers. The denaturing buffer had the following composition
(mM): Tris-HC1 pH 7.5 50, b-glycerophosphate 20, sodium fluoride 20,
EDTA 5, EGTA 10, Na3VO4 1, triton 1% v/v, protease inhibitor cocktail:
microcystein 1 pM, DTT 5 mM, leuptine 10 pg/ml, PMSF 0.5 mM and
benzamidine 10 mM. The non-denaturing buffer had the same composition
although without the addition of the DTT. The protein extraction was
followed by protein quantification using the Bradford analysis technique. A
total of 100 pg proteins from each sample were completed with lysis buffer to
a volume of 100 p1 and 1 il of ETB-R antibody (Biogenesis) or ETA-R
antibody (Abcam) was added. The sample was then incubated at 4°C for 2
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hours with agitation. While the samples were incubating with the first
antibody, a washing buffer containing Tris 1.5 mM and triton 10% H20 was
prepared. Three washing of agarose beads (Jrotein AIG PLUS-Agarose,
Santa Cruz Biotechnology) were carried out before they were incubated with
each sample (20 pllsample) at 4°C for 1 hour with agitation. The samples
were then washed thrice before the addition of sample buffer (containing no
beta-mercaptoethanol for the non-denaturing samples) and preparation for
immunoblotting.
Immunoblotting for the ETA-R
Proteins were separated on 10% to 20% (W/v) acrylamide gradient SDS
PAGE. Following SD$-PAGE, samples were transferred at 100 V and 4°C
for 90 minutes onto nitrocellulose membranes in a buffer containing 25 mM
Tris base, 192 mM glycine, and 5% methanol. Membranes were blocked for 2
hours using a solution of 5% skimmed milk powder (Sigma) in 25 mM Tris
HC1 (pH 7.5), 150 mM NaCl and 0.05% Tween 20 (TB$T). Membranes were
incubated ovemight at 4°C with the primary anti ETA-R antibodies, diluted 1:
1000 in 5% skimmed milk in TBST, washed with TBST (3 x 10 minutes),
reblocked with 5% non-fat milk in TBST (1 x 10 minutes), and incubated for
2 hours with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody (anti-rabbit anti-ET, Sigma) diluted in 1: 20 000 in 5% non-fat milk
powder. following extensive washing with TBST, immunoreactive bands
were visualized by enhanced chemiluminescence’s (Renaissance Plus, Perkin
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Elmer Life Sciences) according to the manufacturer’ s instructions using Bio-
Max film.
Study Drugs
The following drugs were used: ET-1 (American peptide), S6c (American
peptide), meclofenamic acid SQ 29,54$ (Sigma). Bosentan (non-selective
ET-R antagonist) was kindly provided by Actelion. The compounds A-
147627.1 (ETA-R antagonist), A-192621.1 (ETB antagonist), and A-85761.O
(Lipoxygenase inhibitor) were kindly provided by Abbott Laboratories.
Statistica] Analyses
Ail values are expressed as mean±SEM. Differences between groups for the
isolated perfused lungs concentration-response curves were evaluated by
repeated-measures analysis of variance (ANOVA) foilowed by multiple
groups comparisons using Bonferroni’s correction. For each pharmacological
condition on each isolated artery, the isometric recording of the
concentration-response curves were fitted using a 5-parameter logistic fit to
determine the maximal responses as weli as the EC5O values. for these
parameters, the differences between groups were evaluated with an unpaired
sflident t test. Statistical significance was assumed when P<O.05.
5$
Resu]ts
Iso]ated Perfused Rat Lungs Preparation
In isolated lungs, both ET-1 (delta pressure 37±6 mm Hg) and $6c (36±8 mm
11g) induced important and similar increase in perfusion pressure (figure lA).
Cyclooxygenase inhibition with meclofenamic acid partially antagonized ET
mediated vasoconstriction (20±2 mm Hg, P=0.001) whereas the lipoxygenase
inhibitor A-8576l.0 had no significant effect (figure lA). The
TxA2/prostaglandin 112 receptor antagonist increased ET-1 -induced
vasoconstriction to 58±3 mm 11g (P<0.001). The ETA-R antagonist A-
147627.1 significantly reduced ET-1 -induced pulmonary vasoconstriction
(18±2 mm Hg, figure lB), the effect being already maximal at the lowest
tested concentration of 10 nM. The ETB-R antagonist A- 192621.1 had no
significant effect although it tended to potentiate ET-1 vasoconstriction at the
lowest tested concentration of 1 tM (figure 1C). Bosentan, a dual ET-R
antagonist, dose-dependently reduced ET-1 -induced pulmonary
vasoconstriction down to 6±2 mm Hg (F=0.001, figure 1D).
Both ET-1 and S6c provoked similar severe pulmonary edema (Figure 2B). In
addition to their effects on ET-1 -induced pulmonary vasoconstriction, the use
of meclofenamic acid and bosentan also prevented the development of
pulmonary edema. The lipoxygenase inhibitor, the TxA2/prostaglandin H2
inhibitor, the ETA-R antagonist or the ET-R antagonist alone were however
unable to prevent this complication.
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In conditions of augmented basal pulmonary vascular tone and in the presence
of ETA-R blockade with A-147627.1 (10 nM), low concentrations of ET-1 (1
pM to 1 nM) induced mild vasodilation with a reduction of the delta perfusion
pressure from 5.5±1.0 to 1.5±0.7 mm Hg. Subsequent higher ET-1
concentrations (1 nM to 30 nM) however markedly increased perfusion
pressure up to 70 mm Hg (figure 3).
Isometric Recording of Tension of Isolated Micro Vessels
In isolated arteries, the vasoconstriction induced by ET-1 (Emax 93±3%,
EC5O 11.0±2.2 nM) and S6c (Emax 85±4%, EC5O 5.0±1.6 nM) were also
similar. Removal of the endoffielium did flot significantly modify the
maximal response to ET-1 (78±6%, figure 4A) or S6c (91±4%, Figure 4B)
and also did not affect EC5O values. Cyclooxygenase inhibition and
lipoxygenase inhibition did not modify the response (figure 4C).
Both the ETA-R antagonist (Figure 5A) and the ETB-R antagonist (Figure 5B)
dose-dependently reduced ET-1 vasoconstriction. To explore potential
receptor interactions, experiments were performed by combining wealdy
effective doses of these selective antagonists. The resuits are presented in
figure 6. Both the ETA-R (10 nM, Emax 73±6%) and the ETB-R antagonists
alone (1 pM, Emax 79±2%) very mildly reduced ET-1 vasoconstriction
without affecting vascular sensitivity (EC5O -4 nM). The combination of
both antagonists however greatly reduced the maximal response (Emax
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57.7±3.0%, P<0.001) as well as the vascular sensitivity to ET-1 (EC5O >1
pM).
ET-R Expression in Pulmonary Arteries After Immunoprecipitations
The objective of theses studies was to determine if the ETA-R and the ETB-R
could form oligomers in small pulmonary arteries. In denaturing condition,
when the ETA-R was immunoprecipitated, the immunoblot for ETA-R
expression revealed a large and elongated band indicative of the abi.mdance of
receptor protein (Figure 7). When the ETB-R was immunoprecipitated, a
narrow band for the putative ETA-R was expressed at 48.42 kDa,
demonstrating that the ETA-R co-immunoprecipitated with the ET3-R. A
negative control experiment carried out in porcine aortic endothelial celis
lacking the ETA-R con±ïrmed the absence of detectable ETA-R after
immunoprecipitation of the ET3 receptor. We additionally excluded the
possibility that the observed band for the ETA-R could represent the heavy
chain of the immunoprecipitation antibody, and also obtained no detectable
band (data flot shown). These resuits suggest that the ETA-R and ET8-R can
form oligomers in small pulmonary arteries.
Con±irmatory co-immunoprecipitation experiments were therefore performed
after immunoprecipitation of the ETB-R in non-denaturating conditions
(Figure 8A). Immunoblot for the ETA-R in pulmonary arteries revealed 2
higher molecular weight bands suggesting that ETA and ETB receptors can
form heterodimers (100.14 kDa) as well as heterotrimers (165.27 kD). A
negative control experiment carried out in porcine aortic endothelial ceils
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again revealed no detectable band confirming the absence of oligomers on
these ceils. To further verify the efficacy of immunoprecipitation of the ETB
receptor, the membranes were stripped and incubated with ifie ET3 receptor
antibody (Figure $B). The endothelial preparation reveals a single putative
ET8 receptor band at 44.31 KDa. In pulmonary arteries we again found 2
detectable bands at 100.14 kDa and 165.27 kDa confirming the presence of
the ET8 receptors in the formation of heterodimers and heterotrimers.
Discussion
The aim of this study was to elucidate the roles of the endothelium, of
prostanoids, and of the ETA and ET8 receptors on ET-1-induced pulmonary
vasoreactivity. Previous studies separately evaluating these processes have
raised the potential modulator role of NO, PGI2 and TxA2 afler stimulation of
the endothelial ET8-R.’ In addition to this dual “vasodilator-vasoconstrictor”
role of the ETB receptor, the proportion and distribution of pulmonary ETA-R
and ET8-R, which has been shown to vary along the pulmonary vascular
tree,’0 could also modii’ the vasoreactivity to ET-1. These factors could by
themselves explain the sometimes incongruous resuits of vasoreactivity
studies depending on the preparations used (isolated lungs, large arteries or
small arteries or veins), and have generated a scientific debate pertaining to
the optimal use of ET-R antagonists for conditions associated with increased
pulmonary vascular tone. To tacide this problematic, we systematically
evaluated ET-1-induced vasoreactivity in isolated lungs as well as in small
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pulmonary arteries, the latter enabling the study of predominant resistance
vessels with and without removal ofthe endoffielium.
Our major findings are: 1) that selective ET3-R stimulation with S6c causes
important vasoconstriction commensurate to that of stimulation with ET-1
alone in both isolated lungs and small arteries; 2) that removal of the
endothelium does flot affect ET-l or S6c responses in small arteries; 3) that
cyclooxygenase products contribute to ET-1 induced pulmonary
vasoconstriction in isolated lungs, but flot in small pulmonary arteries; 4) that
in conditions of increased baseline vascular tone, ETB-R stimulation causes
mild vasodilation at low agonist concentration but severe vasoconstriction
with higher doses; 5) that combination of minimally effective doses of
selective ETA-R and ET-R antagonists results in near maximal inhibition of
ET-1-induced vasoconstriction; and finally that 6) the ETA-R and ET-R exist
as oligomers in small pulmonary arteries.
Role of Prostanoids in ET-1 -Induced Pulmonary Vasoconstriction
Previous investigators have firmly established that ET-1 releases
cyclooxygenase products in isolated lungs.8”2 Studies on the mechanisms
of ET-1-induced pulmonary vasoconstriction in guinea pig and rat lungs
recognized that ET-1 was a potent predominant pulmonary venous constrictor
causing associated pulnionary oedema, these effects being reduced by a TxA2
antagonist”3 This is consistent with other studies in isolated small
pulmonary arteries and veins demonstrating that ET-1 was a predominant
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pulmonary venoconstrictor, with attenuation of the response by indomethacin
in veins only.’4 The present experiments performed in isolated small
pulmonary arteries accordingly failed to reveal any modulatory role of
prostanoids or of the endothelium on ET-1 and S6c responses. Our study in
isolated lungs however con±irmed the role of cyclooxygenase products on ET-
1 induced vasoconstriction in the intact organ. The TxA2/prostaglandin H2
receptor antagonist SQ 29,548 however did flot reduce but rather increased
ET-1 induced vasoconstriction in isolated lungs. In a previous study, the same
compound effectively reduced ET-1 induced pulmonary vasoconstriction in
guinea pig lungs” suggesting the importance and variability of the lung
prostanoid system between species. Interestingly and in accordance with a
predominant venoconstrictor effect, meclofenamic acid and the ETB-R
antagonist also prevented the development of pulmonary oedema while the
ETA-R antagonist alone did not. Collectively, these resuits suggest that
cyclooxygenase products released from pulmonary veins contribute to
pulmonary vasoconstriction and the development of pulmonary oedema but
that their relative importance may vary between species and remains to be
demonstrated in man. It is however also well acknowledged that ET-1 is a
potent pulmonary bronchoconstrictor and that cyclooxygenase products
modulate this response.’5 A bronchial origin of prostanoids therefore cannot
be excluded.
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Dual Roles of the ETB Receptor on Pulmonary Vasoreactivity
We also sought to evaluate and dissect out the dual vasodilator/vasoconstrictor
actions of the ETB-R in the pulmonary circulation. In both isolated lungs and
isolated small arteries, selective ETB-R stimulation with S6c caused important
vasoconstriction, similar to that of ET-1 stimulation. Equally important ET8-
R dependent vasoconstriction in response to S6c was previously reported in
isolated resistance’ rat pulmonary arteries.6”6 These resuits are however in
clear contrast with those we obtained in isolated lungs since the selective ETB
R antagonist flot only did flot reduce the response to ET-1, but tended to
enhance it! b isolate the effects of ET8-R stimulation, we performed
concentration-response curves to ET-1 in the presence of ETA-R blockade and
when baseline pulmonary vascular tone was increased by the TxA2 analog U
46619. Under these conditions, ET3-R stimulation caused mild vasodilation
at low ET-1 concentrations, but very severe vasoconstriction at higher
concentrations.
0m resuits therefore confirm both the vasodilator and vasoconstrictor roles of
the ETB-R and shed new light on the overail balance of these effects in rat
lungs. We found that reactivity findings can yield different results whether
the ETB-R is stimulated or inhibited. A predominant overail vasoconstrictor
role for the ET8-R is evident during stimulation. A mild vasodilator role can
be seen only when baseline tone is increased and at low agonist
concentrations.17’18 or when the ET8-R is selectively blocked. This potentially
“protective” role or the ET8-R may therefore be relevant to pathologie
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conditions and the significance of this latter finding was previously suggested
in the monocrotaline and hypoxic models of pulmonary hypertension, as
selective ETB antagonists could acutely deteriorate vascular tone.19’20 The
initial vasodilation seen at iow ETB-R agonist concentration has been
attributed to endothelial ETB-R stimulation with subsequent release of
vasodilators (nitric oxide and prostacyclin).’7’2’ We however did flot observe
any effect of endothelium removai on ET-1 or S6c responses in isolated smali
arteries, again suggesting that the vasodilator effect of the ETB-R may
originate from other parts of the vascular tree, possibly pulmonary veins. Our
findings that selective ETB-R inhibition reduced ET-1-induced
vasoconstriction in small isolated arteries, but tended to increase it in isolated
lungs are compatible with this hypothesis. Importantly, we found that
combined ETA-R and ETB-R blockade in isolated iungs as weii as in smali
arteries resulted in the most complete inhibition of vasoconstriction without
any deieterious effects even at lower antagonist concentrations.
Functional Importance of ET-R Oligomers in the Lungs?
Some findings of the present study are difficuit to conciliate with classical
receptor bioiogy and pharmacology. In the past, some investigators have
evoked the possibility of additional ET-R subtypes or of receptors “crosstalk”
in an effort to expiain ail of their findings. Both the ETA-R and ETB-R beiong
to the G-protein-coupied receptors family (GPCR). In recent years, the dogma
that GPCR function as monomeric proteins has been chalienged by numerous
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studies demonstrating that they can exist as dimers or even higher-structure
oligomers. The formation of oligomers could modulate receptor function by
regulating ligand binding, signalling as well as receptor trafficking
properties.22 The oligomerization could alter how a receptor fiinctionally
responds to a ligand, such that the antagonist of one receptor can now
positively augment the action of the agonist of the associated receptor.23
Moreover, there has been new evidence that ETA-R and ET3-R can form
constitutive homodimers and heterodimers in transfected HEK293 ceils with
indication of functional activity of the heterodimers.24’25 The pharmacological
importance of ET-R heterodimers has also been recently suggested in the
anterior pituitary gland.26 We accordingly hypothesized that this recently
demonstrated oligomerization of ET-Rs could explain the 2 apparent
functional paradigms observed in this study: 1) that in isolated lungs and
isolated arteries ETB-R stimulation with S6c causes important
vasoconstriction while selective ETB-R antagonist in isolated lungs tends to
increase ET-1-induced vasoconstriction; 2) that in isolated arteries,
combination of minimally effective doses of selective ETA-R and ET8-R
antagonists resuits in near maximal inhibition of ET-1-induced
vasoconstriction.
We therefore evaluated if ET-Rs could exist as oligomers in the pulmonary
circulation. Immunoprecipitation of the ETB receptor and western blotting for
the expression of the ETA-R coiilïrmed that the receptors could form
heterodimers and even heterotrimers in small pulmonary arteries. The
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functional implications of ET-R oligomers in the pulmonary circulation
remains highly speculative at this point, but to explain part of our findings we
can evoke that blockade of only one of the 2 receptors could stili induce
vasoconstriction through compensation and signalling by the receptor flot
targeted by the antagonist. This is supported by the more complete inhibition
of the ET response by a combination of both antagonists. furthermore, ET-R
oligomerization could provide for a pharmacologie complexity that could
conciliate some previously published findings.
Limitations of this Study
The proportions of ETA-R and ETB-R in different segments of the pulmonary
circulation can vary between species and can be affected by pathologic
conditions. The present findings, observed in the normal rat lungs, would
therefore require validation in humans and further evaluation in pathologie
conditions. Ahhough the selective of ET-R antagonists used in this study had
high selectivity for their respective receptors, some selectivity is lost when
these dnigs are used in high concentrations and dual ET-R blockade may
occur.
Conclusions
Prostanoids contribute to ET-1 vasoconstriction in isolated lungs but flot in
small pulmonary arteries, suggesting that ET-1 stimulates the release of a
vasoconstrictor from the pulmonary veins or bronchial tree. There is a mild
pulmonary vasodilator role of the ETB-R seen only at low agonist
6$
concentrations and when baseline vascular tone is increased. The use of dual
ET-R antagonism resuits in optimal blockade of pulmonary vasoconstriction,
possibly because the ETA and ET3 receptors can form functional oligomers.
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Figure Legends
Figure 1. Endothelin-1 (ET-1) and sarafotoxine 6c ($6c) induced
pulmonary vasoconstriction of isolated rat lungs perfused at constant flow
rate. MEC, meclofenamic acid; LOX, lipoxygenase inhibitor; ant,
antagonist; Bos, dual ET-R antagonist Bosentan; SQ 29,54$ TxA2/
prostaglandin H2 receptor antagonist: n=6-8/group. *F<0.001, tF<0.0l,
P<0.05 versus ET-1 curve for graph A, and versus control curve for graphs
B, C and D. Values are mean±SEM.
Figure 2. Effect of ET-1 and S6c and of various antagonists on the
development of pulmonary oedema as measured from the dry/wet lung
weight ratio. n=6-$/group. *p<0.OJ1, F<0.05 versus control. Values are
mean±SEM.
Figure 3. Effects of selective ETB-R stimulation on vasoreactivity of
isolated rat lungs in the presence of increased basal pulmonary vascular tone
and with selective ETA-R blockade (10 nM). The changes in pulmonary
perfusion pressure (delta pressure) induced by U-46619 and afier cumulative
concentration-response curve to ET-1 are presented (n=5). Values are
mean±SEM.
Figure 4. ET-1 (graph A) and S6c (graph B) induced vasoconstriction of
isolated pulmonary resistance arteries with (endo+) or without (endo-)
vascular endothelium. Graph C: Effect of lipoxygenase (Lox) and
cyclooxygenase inhibition with meclofenamic acid (Mec) on cumulative
concentration-response curve to $6c. n=5-7/group. Values are mean±SEM.
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Figure 5. Effect of increasing concentrations of selective ETA-R (graph A)
and selective ETB-R antagoninst on ET-1-induced vasoconstriction of
pulmonary resistance arteries. n=2-6/group. tP<O.O1, P<O.05 versus
control. Values are mean±SEM.
Figure 6. Effect of the combination of mildly effective doses of selective
ETA-R and ETB-R antagonists on ET-1-induced vasoconstriction of
pulmonary resistance arteries. n=6-7/group. P<O.O5 versus
control. Values are mean±$EM.
Figure 7. Co-immunoprecipitation of ET-Rs in denaturating conditions.
Immunoblot for the ETA-R was performed afier immunoprecipitation of the
ETA-R or ETB-R (right lane) in resistance pulmonary arteries. Endothelial
celis (endo, left lane) were used as a negative control.
Figure 8. Co-immunoprecipitation ofET-Rs in non-denaturating conditions.
Two lefi lanes: Immunoprecipitation of the ET3-R followed by immunoblot
for the ETA-R in resistance pulmonary arteries (right lane) and endothelial
ceils (endo, lefi lane) as a negative control. Two right lanes: afier stripping
of the same membrane, immunoblot for ET3-R was performed and confirms
the presence of this receptor in endothelial celis (lefi lane, positive control)
as well as in the 2 higher molecular weight bands in resistance pulmonary
arteries (right lane).
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Figure 7.
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Abstract
Background. Endothelin (ET) levels are elevated in congestive heart failure
secondary to myocardial infarction (MI) and correlate well with the severity of
pulmonary hypertension (PH), suggesting that this peptide could contribute to
the pathophysiology of venous PH. Alterations of pulmonary vasoreactivity
to ET following MI and the respective roles of the ETA and ETB receptors (R)
have neyer been evaluated. Methods. MI was induced in rats. Three weeks
later, small pulmonary resistance arteries were mounted on a microvascular
myograph. Cumulative concentration-response curves to ET-1 and
sarafotoxin 6c (S6c) were performed. Response to ET was also assessed in
the presence of ET-R antagonists. Heterodimerization of receptors was
evaluated by immunoprecipitation of the ETB-R, followed by western bloffing
for the expression of the ETA-R. Resuits. Maximal vasoconstriction and
sensitivity to ET-1 were similar in sham and MI with Emax values of
88±3.9% and 80±3.8% respectively. The response to $6c was similarly less in
both sham (67±5.7%) and MI groups (60±6.6%). When given alone the ETA
R antagonist (10 nM, A-147627.1) and ET3-R antagonist (1 jiM, A-192621.1)
had no significant effect. Their combination however markedly reduced
vasoconstriction (52±5.3%, P<0.001). The endothelial and medial distribution
of ET-Rs was similar in sham and MI groups. In vitro studies demonstrated
co-immunoprecipitation of the ETA-R and ETB-R. Conclusion.
Vasoconstriction of isolated resistance pulmonary arteries to ET agonists is
not altered, following MI. Dual antagonism resuits in optimal blockade of
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vasoconstriction, possibly because the ETA-R and ETB-R can form functional
heterodimers.
Key words: Myocardial infarction, heart failure, pulmonary hypertension,
endothelin, endothelium, receptors, lung, pharmacology
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Introduction
Puimonary venous hypertension is a frequent complication of congestive heart
failure (CHf) that carnes a poor prognosis. The ET system is activated in
CHF of ail etiologies, including myocardial infarction, with plasma ET levels
correlating especialiy well with the severity of secondary pulmonary
hypertension (PH) (1-4). The puimonary circulation is the primary site for
both ET production and ciearance in humans (5) and there is evidence for
increase of both ET-1 expression (6, 7) as weli as ET converting enzyme
(ECE) activity (8) in lung tissue of animal models of CHF.
In normai humans, approximately 50% of circulating ET-1 is extracted by the
pulmonary circulation within a single transit time (5). This ciearance is
exclusively mediated by the endothelial ETB receptor (9). Humans with
congestive heart failure have reduced pulmonary ET-1 clearance that
correlates well with the severity of PH (10). This is consistent with the
demonstrated lower protein level of the ETB receptor in the lung of CHF rats
afier MI (11). The specific contributions of the ETA-R and ETB-R on ET
induced pulmonary vascular reactivity following MI could therefore be
modified and have significant physiopathologic implications.
The aim of this study was therefore to evaluate possible alterations of
puimonary vasoreactivity to ET-1 following MI and to characterize the
respective roles ofthe ETA-R and ET-R.
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Materials and Metliods
The animais research and ethics committee of the Montreal Heart Institute
approved the study protocol. Experiments were conducted according to
guidelines from the Canadian council for the care of laboratory animais. Male
wistar rats (250-300 g) were used for this study. Animais were submitted to
sham operation (n=i 1) or to myocardial infarction (MI, n=33) induced by
ligation ofthe ieft anterior descending coronary artery as previousiy described
(12).
Isometric Recording of Tension of Isolated Micro Vessels. Three weeks
afler MI, rats were anesthetized for hemodynamic measurements foliowed by
isolation of smaii pulmonary arteries as previousiy described (13). For each
vesse!, the integrity of the endothelium was determined by testing
endotheiium-dependent vasodiiation to acetylcholine (100 iM). Maximal
vasoconstriction to 127 mM KC1 was also determined for each vesse!.
Preparations were subjected to a cumulative concentration-response cuiwe to
ET-1 (0.1 nM to 0.3 jiM) and S6c (0.1 nM to 0.3 jiM). The ET-1
concentration-response curve was assessed in the presence of the ETA-R
antagonist (A-147627.1, 10 nM, 100 nM, 1 EIM, 10 jiM), the ETB-R
antagonist (A-192621.l, 1M, 10 tM, 100 j.iM) and a combination of both
antagonists.
Immunohistology of ET Receptors in Small Pulmonary Arteries.
Immunofluorescence and confocal imaging were performed as recentiy
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described in detail (13). FIA-R antibody (FIA, rabbit, Alomone) and EI-R
antibody (ETB, rabbit, Alomone) were incubated respectively with alpha
smooffi muscle actin antibody (mouse, Sigma). Anti-rabbit Alexa 555
(donkey, Molecular Probes) and anti-mouse Alexa 647 (donkey, Molecular
Probes) antibodies were diluted in their respective antibody diluents and
applied. In order to quantify fluorescence intensity of ETA-R and ETB-R we
used the internai elastic lamina (IEL) and externat elastic lamina (EEL) auto-
fluorescence to identify the limits of the media and of the endothelium.
Confocal Imaging, Deconvolution and Fluorescence Quantification.
Siides were analysed using a Zeiss LSM 510 confocal microscope. We used a
plan Apo-Chromat 63x/1.4 ou DIC objectif. HeNel (543 nm) and HeNe2
(633 nm) lasers were used for excitation ofthe anti-rabbit Alexa 555 and anti
mouse Alexa 647 antibodies respectiveiy. Internai elastic lamina (TEL) and
extemal elastic lamina (EEL) auto fluorescence was obtained with the Argon
laser line (488 nm) and collected between 505-530 nm. Z-stacks of each
tissues were performed and images were taken at every 0.16 j.iM (top to
bottom) in order to respect the Nyquist criteria in z-sampling. Z-stacks were
then deconvolved using the Maximum Likelihood Estimation (MLE)
algorithm of the Huygens Pro software (version 2.4.1, Scientific Volume
Imaging). Transparent projections (in face view) were applied to each z-stack
using the Projection tool of the LSM 510 software. Images were saved in Tiff
files format. In order to quantify fluorescence intensity of ETA and ET3
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receptors we used IEL and EEL auto fluorescence to identify the limits of the
media and the endothelium. Using the “Close free shape curve” tool of the
LSM image software we can isolate the endothelium or the media by masking
the remaining of the image. Mean fluorescence intensity (MFI) was
calcuiated over the non-masked region by the LSM 510 software. This
operation was executed at every 5 images of each z-stack. The MfI of ail the
images in a z-stack were then averaged.
Co-Immunoprecipitation. Small intralobar pulmonary arteries from the
pulmonary right inferior lobe were obtained as and pooled (n=24 arteries) for
each experimental condition. Standard protein extraction was assessed using a
lysis buffer with the following composition (mM): Tris-HC1 pH 7.5 50, b
glycerophosphate 20, sodium fluoride 20, EDTA 5, EGTA 10, Na3VO4 1,
triton 1% v/v, protease inhibitor cocktail: microcystein 1 iiM, DTT 5 mM,
leuptine 10 jig!ml, PMSF 0.5 mM and benzamidine 10 mM followed by
protein quantification using the Bradford technique. A total of 100 tg proteins
from cadi sample were completed with lysis buffer to a volume of 100 cl and
1 il of ET3-R antibody (Biogenesis) or of ETA-R antibody (Abcam) was
added. The sample was then incubated at 4°C for 2 hours with agitation.
While the samples were incubating with tic first antibody, a washing buffer
containing Tris 1.5 mM and triton 10% H20 was prepared. Three washing of
agarose beads (protein AIG PLUS-Agarose, Santa Cniz Biotechnology) were
can-ied out before they were incubated with each sample (20 .fl/sample) at 4°C
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for 1 hour with agitation. The samples were then washed thrice before the
addition of sample buffer and preparation for immunoblotting.
Immunoblotting for the fIA-R Proteins were separated on 10-20% (W/v)
acrylamide gradient SDS-PAGE. Following SDS-PAGE, samples were
transferred at 100 V and 4°C for 90 minutes onto nitrocellulose membranes in
a buffer containing 25 mM Tris base, 192 mM glycine, and 5% methanol.
Membranes were blocked for 2 hours using a solution of 5% skimmed milk
powder (Sigma) in 25 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 150 mM NaCY and 0.05%
Tween 20 (TBST). Membranes were incubated ovemight at 4°C with primary
antibodies (ETA-R abcam), diluted 1:1000 in 5% milk in TBST, washed with
TBST (3 x 10 mm), reblocked with 5% non-fat milk in TBST (1 x 10 mm),
and incubated for 2 hours with the appropriate horseradish peroxidase
conjugated secondary antibody (anti-rabbit, Sigma) diluted in 1:20 000 in 5%
non-fat milk powder. following extensive washing with TBST,
immunoreactive bands were visualized by enhanced chemiluminescence’ s
(Renaissance Plus, Perkin-Elmer Life Sciences) according to the
manufacturer’s instructions using Bio-Max film. The ETA-R (Abcam, ab1919,
rat ETA-R amino acids 31-45, SSHVEDFTPFPGTEF) and ETB-R antibodies
(Biogenesis Ltd, 4113-3059, rat ETB-R amino acids 405-417,
QTFEEKQSLEEKQ) were both raised against different and specific targets.
We have tested the cross-reactivity of the ETA-R antibody in our endothelial
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preparation. The ETA-R antibody did not recognize the ETB-R of the
endothelial preparation.
Study Drugs. The following agonists were used: ET-1 (American peptide),
$6c (American peptide). The ETA-R antagonist A-147627.1 and ETB-R
antagonist A- 192621.1 were kindly provided by Abbott Laboratories.
Statistical Analysis. Ail values are expressed as mean ± S.E.M. Differences
between the sham and MI groups for morphometric and hemodynamic
parameters were analyzed by a two-taiied unpaired t test. For each
pharmacological condition on each isolated artery, the isometric recording of
the concentration-response curves was fitted using a five parameter logistic fit
to detennine the maximal responses as well as the EC5O values. for these
parameters, the differences between groups were evaluated with an unpaired
Student t test. Statisticai significance was assumed when P<O.05.
Resuits
Three weeks following surgery, the infarct animals developed CHF with
secondary venous PH as evidence by higher lefi ventricular end diastolic
pressure (15±2 mmHg vs 3±1 mmllg, P<O.O1) and right ventricular systolic
pressure (32±2 mmHg vs 29±1 mmHg, P<O.05).
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Reactivity of SmaIl Pulmonary Arteries. In isolated arteries, the maximal
vasoconstriction and sensitivity induced by ET-1 were similar in sham and MI
groups with Emax values of 88±3.9% and 20±3.8% respectively (figure lA).
The response to $6c was similarly less in both shams (67±5.7%) and MI
groups (60±6.6%, figure lB). In the MI group, the ETA-R antagonist mildly
reduced ET-1 induced pulmonary vasoconstriction, but this did not reach
statistical significance. The ETB-R antagonist reduced vasoconstriction
markedly, but only at the very high dose of 100 iM. To explore potential
receptor interactions, experiments were perfonned by combining non-
effective doses of these selective antagonists. The resuits are presented in
figure 2. In the MI groups, both the ETA-R antagonist (10 nM, Emax $ 1±2.5)
and the ETB-R antagonist alone (1 1iM, Emax 88±2.2) mildly reduced ET-1
vasoconstriction without affecting EC5O values (figure 2). The combination
of both antagonists in sham (34±9.0, P<0.001, figure 2A) and MI groups
(52±5.3%, P<0.001, figure 2B) however greatly reduced Emax, ffie EC5O
becoming immeasurable.
Expression of ET-R in SmalI Pulmonary Arteries. Examples of composite
Z-stack images obtained with the ETA-R and ET-R antibodies and smooth
muscle actin antibody are shown in figure 3. Auto-fluorescence of the IEL
and EEL enables easy demarcation of the endothelium. As expected, the ETB
R was present on both the endothelium and media of pulmonary resistance
arteries whereas the ETA-R was only present on the media. fluorescence
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intensity revealed no difference between the ETA-R from MI lung
preparations compared with sham preparations. Moreover, there were also no
differences between the intensity of endothelial and smooth muscle ETB-R of
MI lung preparations compared with sham preparations.
EIA-R Expression in Pulmonary Afleries After Immunoprecipitations of
ET-Rs (Figure 4). This experiment was undertaken to determine the possible
formation of ET-Rs heterodimers in the pulmonary circulation. When the
ETA-R was immunoprecipitated, the immunoblot for ETA-R expression
revealed a large and elongated band indicative of the abundance of receptor
protein. When the ETB-R was immunoprecipitated, a narrow hand for the
putative ETA-R was expressed at 49.69 kDa, demonstrating that the ETA-R co
immunoprecipitated with the ETB-R. A negative control experiment carried
out in aortic porcine endothelial ceils lacking the ETA-R confirmed the
absence of detectable ETA-R afier immunoprecipitation of the ET3-R. We
additionally excluded the possibility that the observed band for the ETA-R
could represent the heavy chain of the immunoprecipitation antibody, and
again obtained no detectable hand (data flot shown).
Discussion
This smdy was designed to evaluate possible alterations of ET-1
vasoreactivity in pulmonary resistance arteries following MI. The resuits
demonstrate that there is no modification of the response to ET-1 in this
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condition. We also demonstrate that selective stimulation the ETB-R with S6c
substantially contributes to vasoconstriction in both sham and MI animais.
Consistent with these resuits we demonstrate a lack of modification in ETA-R
and ETB-R distributions in the lung circulation of the MI group. Finally,
combined ETA-R and ETB-R receptor blockade was necessary to obtain
maximal inhibition of ET-1 induced vasoconstriction. A possible explanation
for this finding was explored with the demonstration that ET-Rs can exist as
heterodimers in both sham and MI rats.
It is well established that chronic stimulation of G protein coupled receptors
can resuit in their desensitization and down regulation. Our findings
demonstrate that in the case of ET, the documented activation of this system
in CHF with increased lung ECE activity and ET-1 levels (6-8) is therefore
flot associated with reduced ET-l induced pulmonary vasoconstriction. This
would suggest a lack of desensitization andlor dowu regulation of ET-Rs in
small pulmonary arteries foilowing MI. It is thus plausible that the good
coneiation between ET leveis in CHF and the severity of associated
puimonary venous hypertension (1-4) may represent a cause to effect
relationship.
Using immunohistology. we found that the relative distribution of ETA and
ETB receptors in small pulmonary arteries was flot modified in the MI group.
We more specifically did flot observe a modification in the proportion of
endothelial ET-R. In the same mode!, others have previously demonstrated a
reduction of ET-R mRNA expression and protein level in whoie lung tissues
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(11). We have also previously observed a reduction of circulating ET-1
clearance in the lungs from this CHF model (14) as well as in humans with
CHF (10), and interpreted these resuits as evidence of endothelial ETB-R
desensitization andlor down regulation. A reduction of ET3-R density at sites
other than the small resistance vessels evaluated in the present study could
conciliate these apparently discordant findings.
More importantly, our evaluation of ET-1 induced vasoconstriction in the
presence of selective ET-R antagonists con±irms that dual blockade is
necessary to obtain maximal inhibition. Jndeed, both selective antagonists
alone had littie effect except at the very elevated concentration of the ETB-R
antagonist (100 .tM) where loss of selectivity probably occurred. When we
combined non-effective concentrations of both selective ET-Rs antagonists,
we however observed a marked reduction in Emax. Consistent findings were
previously observed in human resistance pulmonary arteries where optimal
blockade was achieved by dual inhibition ofET-Rs (15, 16).
Both ETA-R and ETB-R belong to the G protein coupled receptors family
(GPCR). It has been firmly established that GPCR can form dimers or even
higher-structure oligomers (17). The formation of heterodimers could
modulate receptor function by regulating ligand binding, signalling, as well as
receptor trafficking properties. The heterodimerization could alter how a
receptor functionally respond to a ligand, such that the antagonist of one
receptor can now positively augment the action of the agonist of the
associated receptor (18). Moreover, there has been new evidence that the
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ETA-R and ET3-R could form constitutive heterodimers (19). To further
investigate the ETA and ET3 receptor fiinctioning we therefore evaluated if
ET-Rs could exist as heterodimers in the puÏmonary circulation.
Immunoprecipitation of the ET3-R and Western blotting for the expression of
the ETA-R con±irmed that the receptors could form heterodimers in small
pulmonary arteries. The fimctional implications of ET-R heterodimers in the
pulmonary circulation remains highly speculative at this point, but to explain
part of our findings we can evoke that blockade of only one of the two dimers
could stiil induce vasoconstriction trough compensation and signalling by the
dimer flot targeted by the antagonist. This is supported by the more complete
inhibition of the ET response by a combination of both antagonists.
Furthermore, our resuits suggest that dimerization of ET-Rs and its functional
importance is not modified following MI. Another possible simpler
explanation for our findings is that activation of either coexisting ET receptor
subtype alone can elicit maximal contraction and thus, complete blockade of
one type leaves open activation of the other to induce maximal response.
In conclusion, we found that the vasoconstriction of isolated resistance
pulmonary arteries to ET agonists is not altered afier MI. ET-1 induced
pulmonary vasoconstriction is in part mediated by the ETB-R and dual
blockade is necessary for optimal inhibition of ET-1 induced vasoconstricion.
The ET-Rs can exist as heterodimers in pulmonary arteries of both sham and
MI rats and this may have pharmacological importance.
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Figure Legends
Figure 1. ET-1 (A) and S6c (B) induced vasoconstriction of pulmonary
resistance arteries. In sham and MI rats. # P<O.05, & P<O.O1 versus ET-1.
Figure 2. Effect of selective and combined ETA-R and ET3-R biockade on
ET-1 induced vasoconstriction of pulmonary resistance arteries from A) sham
and B) MI rats.
* P<0.001 versus control.
Figure 3. Distribution and quantification of ETA-R and ET-R receptors by
immunohistology of small pulmonary resistance arteries. The pictures
represent exampies of composite Z stacks that were deconvolved to measure
mean fluorescence intensity (MFI). The first une displays the fluorescence for
ETA and ETB from ieft to right in both the sham and MI preparations (ail in
red). The second une displays the same components, but with the addition of
the internai elastic lamina (IEL) and extemal elastic lamina (EEL) (in green)
that enabies easy demarcation ofthe endothelium (E) from the media (M). The
third une displays the fluorescence for smooth muscle actin (in blue) which is
iimited to the media and co-localizes with the ETA receptor (on the iefi) and
the ET receptor (on the right). The computed mean fluorescence intensities
are presented in the bar graph.
Figure 4. Heterodimerization of ET-Rs in rat pulmonary resistance arteries.
Immunobiots for the ETA receptor was performed afier immunoprecipitaion of
the ETA-R or the ET3-R. Endothelial cells (endo, lefi lane) were used as a
negative control. Immunoprecipitation of the ETA-R in pulmonary artery
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(second lane) was used as a positive control. The resuits confirm co
immunoprecipitation of the ETA-R with the ETB-R in resistance pulmonary
arteries of sham and MI rats (right lanes).
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4.0 Discussion
4.1 Rôle de t’endothétium et des récepteurs ETA et ETB dans ta
vasoconstriction pulmonaire dépendante de l’ET-l
Plusieurs études ont démontré l’importance ainsi que les rôles
modulateurs du NO, de la PGI2 et de la TxA2 suite à une stimulation du
récepteur ETB endothélial (124). Plusieurs facteurs tels que la proportion et la
distribution des récepteurs ETA et ETB qui varient selon la taille et l’artère
étudiée de même que la double fonction du récepteur ETB endothélial
(vasoconstriction et vasodilatation) peuvent modifier la vasoréactivité
pulmonaire (125). Ces facteurs pourraient être à l’origine de plusieurs
divergences obtenues par divers groupes de recherche selon la préparation
utilisée (espèce, artère de résistance, veine, poumon) pour l’étude de la
vasoréactivité pulmonaire.
Au cours des dernières années, un grand débat sur le traitement
optimal (antagoniste ET double versus simple) de pathologies telles que
l’HTP a vu le jour en raison de ces divergences de résultats. Afin de répondre
à la question soulevée par ce débat, nous avons d’abord évalué le rôle de
l’endothélium et des récepteurs ETA et ETB lors de contraction induites par
l’ET-l dans l’organe complet puis dans les artères de résistances pulmonaires.
Cette étude nous a permis de découvrir que:
1) La stimulation du récepteur ETB par la S6c entraîne une
vasoconstriction similaire à l’ET-l dans le poumon isolé et dans
les artères de résistance pulmonaire;
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2) La dénudation des artères de résistance pulmonaire de leur
endothélium ne modifie pas la réponse à l’ET-l et à la S6c;
3) Les produits dérivés de l’activité de la cyclooxygénase
contribuent à la vasoconstriction pulmonaire dépendante de l’ET
1 dans le poumon isolé mais ils n’ont aucun rôle dans les artères
de résistance pulmonaire;
4) Lorsque pré-constrictée, la stimulation des artères de résistance
par une faible concentration d’ET- 1 entraîne une vasodilatation
alors qu’une stimulation à forte concentration entraîne une
importante vasoconstriction;
5) L’utilisation simultanée de faibles concentrations des
antagonistes ETA et ETB entraînent une inhibition supérieure de la
réponse induite par ET-1 que lorsqu’un seul antagoniste est utilisé
à la fois
6) Enfin, les récepteurs ETA et ET3 peuvent former des dimères
fonctionnels dans les artères de résistance pulmonaire.
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Rôle des prostanoïdes dans la vasoconsfriction pulmonaire dépendante de
l’ET-l
Il a été démontré par plusieurs groupes de recherche que l’ET- 1 pouvait
induire la relâche de produits de la COX au niveau du poumon isolé (126)
(127) (128). Chez le rat et le cochon d’inde, il a été démontré que l’ET-l était
préférentiellement veino-constricteur dans le poumon. Ces études ont
également démontré que ce peptide pouvait entraîner la formation d’oedème
pulmonaire pouvant être prévenu par un antagoniste des récepteurs de la TxA2
(127) (129). Ces résultats concordent avec l’étude réalisée par le groupe de
Toga qui suggère aussi que l’ET-l a un rôle veino-constricteur prédominant et
que l’utilisation d’ indométhacine peut atténuer son effet constricteur (130).
Nos études effectuées sur le poumon isolé ont confirmé l’implication
des produits de la COX dans la vasoconstriction induite par 1’ET-l et
confirmé l’effet veino-constricteur de 1 ‘ET-1 puisque l’utilisation du
méclofénamate ou du bosentan a prévenu le développement de l’oedème
pulmonaire. Dans les artères de résistance pulmonaire, nous n’avons pas pu
mettre en évidence ce rôle de prostanoïdes et l’endothélium. L’utilisation d’un
antagoniste ETA ou ET3 seul n’ont pu prévenir le développement de l’oedème.
Ces résultats suggèrent que la relâche veineuse pulmonaire de produits de la
COX, probablement le TxA2, contribue à la vasoconstriction induite par l’ET
1 tout en entraînant le développement d’oedème, alors que l’activation de la
COX n’est pas impliquée dans la réponse constrictrice induite par l’ET-l dans
les artères pulmonaires. Toutefois, il a aussi été démontré que l’ET-l est un
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puissant agent broncho-constricteur (131). On ne peut donc exclure la
possibilité que les produits de la COX proviennent des bronches.
fonctions opposées des récepteur ETj endothéliaux et musculaires
Au cours de cette étude, nous avons tenté d’évaluer la double fonction du
récepteur ETB dans la circulation pulmonaire. Dans le poumon isolé et les
artères de résistance, la stimulation du récepteur ETB par la $6c a induit une
vasoconstriction pulmonaire similaire à celle induite par l’ET-l seule. Des
études antérieures réalisées par le groupe de McCullogh ont démontré que
l’ET-l et la S6c induisaient des vasoconstrictions similaires au niveau des
artères de résistance pulmonaire ($2) (132). Par contre, au niveau du poumon
isolé, l’utilisation d’un antagoniste ETB seul n’a pu réduire la vasoconstriction
pulmonaire induite par l’ET-l mais l’a plutôt augmentée. Pour tenter
d’évaluer l’effet de la stimulation du récepteur ETB nous avons effectué une
courbe dose-réponse à l’ET-l en condition de tonus vasculaire augmenté
(avec un analogue de la TxA2: U-46619) ainsi qu’en présence d’un
antagoniste ETA. Dans ces conditions, la stimulation à faible concentration
d’ET-l du récepteur ETB a entraîné une légère vasodilatation alors que la
stimulation à forte concentration a plutôt entraîné une sévère vasoconstriction
accompagnée d’oedème pulmonaire.
Nos résultats révèlent la double fonction du récepteur ETB tout en
apportant des données supplémentaires sur la balance de ses effets dans le
poumon isolé de rat. De plus, nous avons découvert que la stimulation et
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l’inhibition d’un récepteur n’ induisent pas nécessairement des effets contraires
au niveau de la vasoréactivité pulmonaire. Le récepteur ETB a un rôle
vasoconstricteur prédominant lorsqu’il est stimulé à forte concentration d’ET
1. Toutefois à faible concentration (133) (134) d’ET-l et en condition de pré-
constriction, un rôle vasodilatateur peut alors être observé. Ces résultats
deviennent importants dans certaines pathologies où le tonus vasculaire est
augmenté telles qu’en situation d’HTP puisque le récepteur pourrait alors dans
ces conditions exercer ses effets « protecteurs ». Cela a été démontré dans une
étude utilisant le modèle d’HTP chez le rat induit par la monocrotaline où
l’utilisation aiguê d’un antagoniste ET3 pouvait inhiber le tonus vasculaire
(135).
Lors d’une courbe dose-réponse à l’ET-l, la vasodilatation observée
initialement est due à l’activation du récepteur ET3 endothélial qui favorise
probablement la relâche de vasodilatateurs tels que le NO et la PGI2 (133)
(136). Par contre, la dénudation des artères de résistance de leur endothélium
n’a eu aucun effet sur les vasoconstrictions dépendantes de l’ET-l et de la S6c
suggérant de nouveau que la vasodilatation observée pourrait avoir une autre
origine que l’artère elle-même telle que les veines pulmonaires par exemple.
Nos résultats supportent cette hypothèse car l’inhibition du récepteur ET3
dans les artères pulmonaires réduit la vasoconstriction alors que dans le
poumon isolé cette même inhibition augmente la vasoconstriction. Nous avons
de plus démontré que l’utilisation simultanée des antagonistes ETA et ETB
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procurait une inhibition supérieure de la vasoconstriction pulmonaire induite
par l’ET-l.
Importance fonctionnelle de 1 ‘hétérodimérisation des récepteurs ETA et ET2
Deux hypothèses ont été évoquées pour expliquer les résultats discordants
obtenus par divers groupes de recherche, soit l’existence possible de
récepteurs additionnels à l’ET ou encore l’existence d’un «cross-talk» entre
les récepteurs. Les récepteurs ETA et ET appartiennent tous deux à la famille
des RCPGs. Il a été démontré récemment que les récepteurs de cette famille
pouvaient former des dimères ou encore des oligomères. La formation
d’hétérodimères pourrait en fait altérer la fonction du récepteur en modifiant
sa liaison à l’agoniste de même que sa cascade de signalisation intracellulaire
(94). De plus, la formation d’un hétérodimère pourrait altérer la réponse de
celui-ci à un ligand de telle façon que l’antagoniste d’un des deux récepteurs
pourrait augmenter la liaison de l’agoniste au récepteur associé (95). De
récentes études ont démontré que les récepteurs ETA et ETB pouvaient former
des homodimères et des hétérodimères fonctionnels dans des cellules HEK293
transfectées (96;137). D’autre part, l’existence de cette hétérodimérisation des
récepteurs à l’ET-l a aussi été démontrée dans le lobe antérieur de
l’hypophyse (13$). Nous avons donc supposé que la formation de dimères des
récepteurs ETA et ET3 pouvait expliquer les résultats divergents observés dans
nos études. Soit que 1) la stimulation du récepteur ETB avec la 56c induit une
vasoconstriction similaire à 1’ ET-1 dans les artères de résistance pulmonaire et
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dans le poumon isolé, alors que l’antagonisme seul du récepteur ET3 dans le
poumon isolé tend à augmenter cette vasoconstriction. Soit que 2) l’utilisation
simultanée des antagonistes ETA et ET3 est nécessaire afin d’obtenir une
inhibition supérieure de la vasoconstriction induite par l’ET-l.
Nous avons donc évalué la possibilité que les récepteurs ETA et ET3
pouvaient former des hétérodimères fonctionnels dans les vaisseaux
pulmonaires. En situation dénaturante, l’immunoprécipitation du récepteur
ET3 suivie d’un immunobuvardage de type Western pour dévoiler
l’expression du récepteur ETA ont révélé que les récepteurs à 1 ‘ET-1 pouvaient
former des hétérodimères dans les artères de résistance pulmonaire. Ces
résultats ont été confirmés en condition non-dénaturante où le poids plus élevé
du dimère peut être constaté. De plus, dans ces conditions nous avons observé
la présence d’un trimère. Toutefois, l’importance et l’implication
fonctionnelle de la formation d’oligomères restent hypothétiques. Nous
pouvons supposer que l’antagonisme seul de l’un des deux récepteurs est sans
effet et entraîne une vasoconstriction pulmonaire par stimulation du récepteur
associé. L’inhibition supérieure de la vasoconstriction pulmonaire par
l’utilisation simultanée des deux types d’antagoniste supporte cette hypothèse.
De plus, l’existence d’oligomères des récepteurs à l’ET-l pourrait expliquer
plusieurs des résultats obtenus par d’autres groupe de recherche dans le passé.
Le groupe de Webb a obtenu des résultats similaires au niveau des artères
mésentériques isolées où l’utilisation d’un antagoniste ETA seul a
partiellement réduit la vasoconstriction induite par l’ET-l alors que
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l’utilisation d’un antagoniste ETB seul n’a eu aucun effet. Par contre, le
blocage des deux récepteurs a entraîné une inhibition maximale de la
vasoconstriction induite par l’ET-l (139). Afin d’expliquer leurs résultats, ils
ont émis l’hypothèse de l’existence d’un «cross-talk» entre les récepteurs ETA
et ETB. Une seconde étude réalisée par le groupe de MacLean a démontré
qu’il était nécessaire de bloquer simultanément les récepteurs ETA et ETB des
artères de résistance pulmonaire humaines afin d’obtenir une inhibition
maximale de la réponse induite par l’ET- 1. Toutefois, il a aussi démontré que
l’utilisation de l’un des antagonistes ETA ou ET seul à de très fortes
concentrations pouvait aussi entraîner une inhibition de la réponse induite par
l’ET-l s’expliquant par la perte de sélectivité des antagonistes aux différentes
doses utilisées (140). Afin d’expliquer la necessité d’utiliser un antagoniste
double, le groupe a proposé l’existence d’une synergie entre les récepteurs à
l’ET-l. Ces études, réalisées par ces groupes de recherche, pourraient en fait
être expliquées par le fait que les récepteurs peuvent former des oligomères au
niveau de la cellule musculaire lisse. Toutefois, il existe une seconde
explication beaucoup plus simple qui permet d’expliquer les résultats obtenus.
En effet la stimulation de l’un des deux récepteurs, ETA ou ET, est suffisante
pour entraîner une réponse maximale ainsi, lorsqu’un seul des deux récepteurs
est bloqué par l’antagoniste, le second récepteur est alors disponible pour
induire la réponse maximale.
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4.2 Yodfication de ta vasoconstriction pulmonaire induite par t’ET-l suite
à un infarctus du myocarde
La deuxième partie de notre étude consistait à évaluer les modifications de
la vasoconstriction pulmonaire à Ï’ET-l qu’induit un infarctus du myocarde.
Trois semaines suivant l’opération, les rats du groupe infarctus (1CC) ont
développé une insuffisance ventriculaire gauche ainsi qu’une hypertension
pulmonaire associée. Leurs pressions systoliques ventriculaires droite et
gauche en fin de diastole étaient supérieures à celles du groupe Sham. Nos
études de vasoréactivité des artères de résistance pulmonaire ont démontré
qu’il n’y avait aucune modification de la réponse pulmonaire à l’ET-l suite à
un infarctus du myocarde. De plus, nos études d’immunofluorescence ont
confirmé qu’il n’y avait aucune modification des patrons d’expression des
récepteurs ETA et ETB du groupe MI comparativement au groupe Sham.
Plusieurs paramètres ont été étudiés dans l’insuffisance cardiaque.
Toutefois, la caractérisation de la vasoréactivité pulmonaire suite à un
infarctus du myocarde n’a jamais été étudiée. L’ET-l et la S6c ont induit des
vasoconstrictions pulmonaires similaires des artères de résistance dans les
deux groupes (Sham vs MI). Toutefois, la vasoconstriction pulmonaire induite
par la S6c était réduite comparativement à celle induite par 1’ET-l dans les
groupes Sham et MI. Ces résultats sont surprenants puisque plusieurs études
ont démontré que la réduction de la clairance de l’ET-l, par le récepteur ETB,
était responsable des niveaux circulants élevés d’ET-l dans l’ICC. Une étude
par le groupe de Kobayashi a démontré qu’en situation d’ICC on observait
une diminution de l’expression du récepteur ETB dans les poumons (141). En
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nous basant sur ces résultats, nous pensions obtenir une réduction de la
vasoconstriction dépendante du récepteur ETB dans le groupe MI
comparativement au groupe $ham. Nos résultats semblent donc être en
désaccord avec les résultats de Kobayashi et de ses collaborateurs. Nos
résultats sont supportés par nos expériences de microscopie confocale qui
démontrent l’absence de modifications du niveau d’expression des récepteurs
à l’ET-l dans les poumons des rats MI versus Sham. Ces résultats suggèrent
que même si la clairance de l’ET-l est réduite en situation d’ICC, les
récepteurs ETB pulmonaires ne sont pas responsables de l’augmentation des
niveaux circulants d’ET-l. L’utilisation d’un antagoniste ETA à diverses
concentrations (10 nM, 100 nM, 1 tM, 10 1iM) n’a pas modifié la
vasoconstriction pulmonaire induite par l’ET-l. De plus, l’utilisation à faible
concentration de l’antagoniste ET3 n’a pas modifié la réponse induite par ET
1. Par contre, à forte concentration l’antagoniste ET3 a significativement
réduit la vasoconstriction pulmonaire dépendante de l’ET-l. Ceci pourrait être
attribué à une perte de la sélectivité de l’antagoniste ETB à forte concentration.
L’utilisation simultanée des deux types d’antagonistes a entraîné une
inhibition supérieure de la vasoconstriction pulmonaire induite par 1’ET-l
comparativement à l’utilisation seule d’un des deux antagonistes. Ces résultats
démontrent à nouveau que l’utilisation des deux types d’antagonistes est
nécessaire afin d’inhiber complètement la vasoconstriction pulmonaire
dépendante de l’ET-l
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Tel que mentionné précédemment, les récepteurs ETA et ETB
appartiennent à la famille des RCPGs et ils peuvent former des hétérodimères.
Nous avons voulu vérifier si en condition pathologique les récepteurs ETA et
ET3 pouvaient toujours former des hétérodimères. Les résultats obtenus
confirment que même en situation de MI et d’HTP veineuse les récepteurs
ETA et ET3 peuvent touj ours former des dimères dans les artères de résistance
pulmonaire.
5.0 Conclusion
Ces études nous ont permis de démontrer que les prostanoïdes contribuent
à la vasoconstriction pulmonaire induite par l’ET-l dans le poumon isolé mais
pas dans les artères de résistance. Cela démontre que l’ET-l pourrait entraîner
une relâche de prostanoïdes dans les veines pulmonaires ou encore dans
l’arbre bronchique. Le rôle vasodilatateur du récepteur ET3 est observé qu’à
faibles concentrations d’agonistes et en condition de pré-constriction. Nos
résultats démontrent aussi qu’un infarctus du myocarde n’induit aucune
modification de la vasoconstriction pulmonaire dépendante de 1’ET-l au
niveau des artères de résistance. Que ce soit en situation contrôle ou
pathologique, il est nécessaire d’utiliser les antagonistes ETA et ETB
simultanément afin d’obtenir une inhibition supérieure de la vasoconstriction
pulmonaire induite par ce peptide.
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